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ABIERTO. CERRADO 





: l WM = Trabajo Mecánico 
i s HO . WQ - Trabajo Químico 
SERES VIVOS = SISTEMAS ABIERTOS ከኢ N,P,Ca,K WO = Trabajo Osmótico 
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AUTOTROFOS 


Requieren materia 


inorgánica 
CO;, NOs, H,O, 






Requieren materia 
orgánica e inorgánica 
Azúcares, proteínas, 
ifpidos, H5O, etc. 






REQUERIMIENTOS DE MATERIA 





ENTROPIA 


TIPOS DE NUTRICION DE LOS SERES VIVOS 





HETEROTROFOS ` 






. A REQUERIMIENTOS DE ENERGIA | 


QUIMIOTROFOS እ5 


dá ከ28 
mm Sais 
Utilizan energía química m 


QUIMIOSINTETIZADORES 





FOTOTROFOS 32% 
Utilizan energía luminosa 







FOTOSINTETIZADORES 






* Bacterias nitrificantes ` 
.* Bacterias oxidantes de S, Fe, H 


* Bacterias sulfurosas 
* Algas verdeazuladas 


* Plantas 


FOTO-ORGANOTROFOS 






QUIMIO-ORGANOTROFOS 








* La mayoría de las bacterias 
(parásitas, saprófitas,simbiontes) 
* Protozoos 


* hongos ` | 
* animales i 


* Bacterias no sulfurosas 
púrpuras 





HETEROTROFOS 
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| O sea: proceso en equilibrio => AS univers = 0 ES 





| PRINCIPIOS DE LA TERMODINAMICA - | 


Aunque la energía puede convertirse de una forma a otra no puede crearse ni 
destruirse | 








AE universo = 0 = ልጀ sistema + AE entorno 0 868. | ልጀ 58 
Tambien puede expresarse: ዥው 










- Siempre que en un sistema desaparece una cantidad de una clase de energía debe 
producirse, en el sistema o en su entorno, una cantidad exactamente equivalente de 
| otra/s clases. | 









Teniendo en cuenta el sistema solamente, puede escribirse: ` 

a AE sistema = Q +W E 
Cuando un sistema cambia de un estado A (inicial) a uno B (final), puede ganar O 
perder energía en forma de calor (Q) o trabajo (W). Lo que dice la ecuación anterior 
es que en cualquier transformación físico-química el cambio de energía interna del | 
sistema (AEsistema) €s la suma del calor y trabajo intercambiado entre sistema y 


entorno. 






SEGUNDO PRINCIPIO 







| En cualquier proceso espontáneo la entropía del universo aumenta 
O sea: proceso espontáneo = ASuniverso > 0 


En un proceso que se encuentra en equilibrio la entropía del universo es constante 









TERMODINAMICA DE REACCIONES QUIMICAS 














* pl 
A fi 





| | Ay 3 
: : .. ማቸ PAS 
Bild ait A= 0 s son 
Si ፥> S; > AS > 0 > aumento de entropia ` She 
+ . & k: 4 és 
. er r f ` S ናጋ ዲፈ c e go, * 
Si AG<0 — reacción procede espontáneamente — > — O P Bc š 


— 


ç £ G Š 





Si AG=0 > reacción en equilibrio 


AG =A G° + 2,3 RT log [P/R] 





| ENTROPIA BE 





C |H Os + 60, puse 6 CO; + 6H,0+Q 





6 CO, + 6H,0 +Q —> ('1፲11,(3 + 605 





ENERGIA LIBRE DE REACCIONES ` 


AG'= AG°’+ 2,3 RT log [B] = 
[A] BË 





AG'<0 => reacción espontánea (>) 


En el equilibrio: AG' = 0 
luego AG°’= - 2,3 RT log [B] 
[Alec 





osea AG°’= - 2,3 RT log Keq 








Keq»l. AG?'«0  Reac. Exergónica (>) 
Keq-1 AG°’=0 


Keq<l  AG?'20  Reac. Endergónica ( € ) 
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REACCIONES ACOPLADAS | 








Reacción 
endergónica 














AG?” aB = +3,5 Kcal/mol (reac. endergónica) 5: 
E . a | Hi 

AGº'psc = -7,3 Keal/mol (reac. muy exergónica) + 
[DD 
AG asc = 4,2 Kcal/mol (reac. global exergónica) 








AGº'< 0 
Reacción acoplada 
exergónica 
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ATP:NUCLEOTIDO TRANSPORTADOR DE ENERGIA 





ATP^--H,O ——> ADP'-«pit-H' — AG*'--73 Kcal/mol : 
ATP’ + 150 —— AMP^-PPi^- H'  AGº'=-7,7 Kcal/mol 






NH; : 

N - E 
d "a e $ 
ጉዝ አስመ በ. 1.1 

O. | 
6 0 Ó 
. EA H* 
OH OH 


OTROS COMPUESTOS ENERGETICOS: GTP (Guanosin Tri Fosfato); UTP (Uridin Tri Fosfato) 


TRANSFERENCIA DEL GRUPO FOSFATO -P 








Una expresión general de la capacidad fosforilante del ATP puede escribirse: 


ATP +HO > ADP + Pi (reacción exergónica) | 

X + Pi  X-P + HO (reacción endergónica) 

ATP +X > ADP + X-P (reacción exergónica si las sumas de 108 AG?' <0) 
Ss y 


Primer sistema de reacciones acopladas 
El ATP fosforiló a la Glucosa 
ATP ADP. ATP 


w > - | 
PEP ===  Diruvato 


Ejemplo: 





Glucosa ==> Glucosa -6 P 






Segundo sistema de reacciones acopladas 
El PEP fosforiló al ADP 





ሚሪ + Enlyce de 
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| POTENCIAL DE TRANSFERENCIA DEL GRUPO FOSFATO -፻ | 


Potencial AG?'de hidrólisis 
Kcal/ mol 














18 Dadores de ~P de alta energía ለ094 hidrólisi 
e hidrólisis 
16 በ ው Compuesto X-P +H,O > X+Pi 
14 | PEP -14,80 Kcal/ mol 
Mem o 
12 glicerato ^ ADP ieee 1,3-bisFosfoglicerato -11,80 Kcal/ mol 
10 bc | | | Fosfocreatina -10,30 Kcal/ mol | 
A reter ር ; 
; | ATP EL ATP | -7,30 Kcal/mol ` 
Ee Glucosa-6P | -3,30 Kcal/ mol 
4 I 
JJ ese eeetes teen tno ronca abono nnt etna tenen uteretur nnn i; b ETE Glucosa-6P Glicerol-P -2,20 Kcal/ mol 
2 Glicerol-P 
— ተክስ Br o Eno 
AUF TIL — ሊኒ T 125 B.V Idi 





PEP +ADP > Piruvato +ATP -7,50 Kcal/mol 





BIOENERGÉTICA: SUMARIO DE CONCEPTOS FUNDAMENTALES | | 





* Los seres vivos, que son sistemas abiertos (ver def.) que operan a P y T constantes, - 
intercambian con el entorno materia y energía con el objetivo de asegurar su 
supervivencia y multiplicación (ver propiedades de los seres vivos). - 


* Esa materia y energía es asimilada o utilizada para la construcción (o biosíntesis) 
“de sus propias estructuras (constituidas por C, H, O y N principalmente) liberándose al 
medio parte de materia y energía no aprovechable o degradada. | 





* La energía es utilizada por todos los seres vivos principalmente para: 

1ro.) Biosíntesis (trabajo químico), como se dijo en el ítem precedente. 
2do.) Contracción muscular o movimiento de flagelos (trabajo mecánico). 
3ro.) Transporte a través de membranas (trabajo osmótico). 





* La materia que se requiere para la biosíntesis de estructuras proviene: 
a) En organismos heterótrofos (ver def.) de nutrientes del entorno (hidratos de C, 


lípidos y proteínas). . | 
; b) En organismos autótrofos (ver def.): de CO? y H20 y sustancias nitrogenadas del 


suelo que son productos de desecho de los heterótrofos. 





* La energía requerida para la biosíntesis proviene: | 

Io : a) Organismos heterótrofos: De las reacciones de degradación (oxidación) de los 
| - nutrientes mencionados (hidratos de C, lípidos y proteínas). | 

| | : b) Organismos autótrofos: de la radiación solar. 

* Los autótrofos (plantas y bacterias que fotosintetizan) y los heterótrofos (animales 
que respiran) viven en relativo equilibrio ( ver ciclo del C ), constituyendo la biosfera 


de nuestro planeta. 








* Toda la energía utilizada por los seres vivos proviene en ültima instancia del sol, 
donde se origina por reacciones de fusión termonuclear en la que el H se convierte en 


He. 
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* Todas las reacciones bioquímicas que explican la síntesis de estructuras y 
degradación de nutrientes de los seres vivos (metabolismo) ocurren espontáneamente 
cumpliendo los principios de la TD (termodinámica), (ver def), como cualquier 
reacción química. | 


* Las reacciones químicas ocurren por choques de moléculas, ruptura de enlaces 
atómicos y reacomodamiento de átomos en nuevos enlaces. Este proceso se dará 
espontáneamente a favor de dos factores: a) un descenso de entalpía (ver concepto de 
AH) o formación de enlaces más fuertes y estables en moléculas de menor contenido 
calórico y b) un aumento de ናኛ ፡፡ (ver concepto de AS) o mayor desorden del 


sistema. 
* La espontaneidad de una reacción bloquea (que ocurre a P y q constante) puede 


medirse por su variación de energía libre (ver concepto de AG ) que contempla los 
factores mencionados, según la ecuación AG=AH - TAS y que debe ser negativa (<0). 


* Cuando una reacción termina (o sea, alcanza su equilibrio entre reactivos y. 
productos), el AG - 0. 


* Las reacciones ui ocurren continuamente mientras el organismo está vivo, 
pues existe todo el tiempo un desequilibrio de concentraciones de metabolitos, o dicho 
de otro modo, se fiende a un equilibrio que nunca se alcanza a causa del ingreso de 
nuevos nutrientes o de la movilización de reservas. (Recordar modelo hidrodinámico de 
líquidos que caen a través de varios recipientes). Lo que sí suele lograrse, en (individuos 
sanos y adultos), es un estado estacionario (ver def.), el cual se logra por ajustados 
mecanismos de regulación que constituyen la llamada homeostasis (ver def.). 


* Cuando los seres vivos se organizan (crean y ordenan sus propias estructuras) su 
entropía desciende (AS<0), pero, siendo sistemas abiertos, durante el proceso se 
desordena el entorno(AS>0), por lo cual se cumple el 2do. principio de la TD que exige 
que el AS del universo = AS del sistema + AS del entorno sea positivo. 


* Para poder caracterizar qué tan “fácil” o “difícil” ocurre una reacción bioquímica 
podemos utilizar su Keq (constante de equilibrio) o, lo que es equivalente, su AG? 
(ver def. y relaciones). ^6 IR los fal 


* Las reacciones con AG*<0 son exergónicas o termodinámicamente favorables y 
tienen su Keq >1 (distinguir de reacciones exotérmicas con AH«0). 


* Cuando una reacción bioquímica es desfavorable o endergónica, la célula viva 
consigue que, de todas maneras ocurra espontáneamente acoplándole una reacción 
fuertemente exergónica. De esa forma, el producto de la primera reacción es utilizado 
rápidamente como sustrato (reactivo) de la segunda, con lo que desciende su 
concentración. (ver como afecta a la ecuación AG? = AG””+ 2,3 RT log P/R). Estas 
reacciones acopladas pueden darse en dos pasos sucesivos o simultáneos (ver ejemplos). 


* Reacciones bioquímicas típicamente exergónicas (aptas para acoplarse a las 
endergónicas) son las que liberan, por hidrólisis, un grupo fosfato (Pi = fosfato 
inorgánico) de alguna molécula (X-P + H20 > X * Pi donde ~ representa un 
enlace de alta energía ) 


* Las moléculas (fosforiladas) (o sea las que tienen unido el grupo Pi ó P) se 
consideran energizadas y pueden ser capaces de transferir el grupo P y la energía de 
unión de ese grupo (~P) a otra molécula. 
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* E] ATP (adenosin-tri-fosfato) es una molécula universalmente utilizada por los seres 
vivos como moneda de intercambio energético (ver esquema de potencial del grupo 


fosfato y ejemplos de reacciones). 

* Una expresión general de la capacidad fosforilante del ATP puede escribirse: 
ATP + H,O > ADP+Pi (reacción exergónica) 

X+Pi> X-P + HO (reacción endergónica) 

ATP -X— ADP+X-P (reacción exergónica si las sumas de los AG <0) 


DECRE MEE mw ምው 
BIOENERGÉTICA: CUESTIONARIO 
1) Qué principio termodinámico permite explicar la transformación de energía mecánica en 


¿Cómo se expresa matemáticamente ese principio cuando se produce un 


energía calórica? 
¿Con qué valores y en qué unidades se expresa la 


intercambio entre un sistema y su entorno? 


` equivalencia de las formas de energía mencionadas? 


Indique el significado de sistema "abierto", "cerrado" y "aislado". ¿En qué clase de sistema 
ubicaría a los seres vivos (plantas o animales)? J ustifique su respuesta. 3 


2) ¿Cuál es el origen o de qué depende la energía química de una sustancia? ¿Cómo se la puede 
medir? Relacione este concepto con el contenido calórico de un alimento. Defina variación de 
entalpia y relaciónelo con el concepto de exotermicidad o endotermicidad de una reacción 


química. 
3) Defina el concepto de biomasa. Ejemplifique la utilización de energía a partir de biomasa. 


4) Enuncie el segundo principio de la termodinámica. Explique el significado de "entropía", 
e indique cómo. influye este principio y el primer principio de la termodinámica en la 
espontaneidad de una reacción química. Relacione este concepto con el de energía libre de una 
reacción. Escriba la expresión matemática hallada por Gibbs para medirla. 


5) Defina variación de energía libre estándar y relacione este concepto con la constante de 
equilibrio de una reacción bioquímica. Explique la diferencia entre un proceso endergónico y 


otro exergónico. 


r 


6) ¿Cuál es el origen de la energía química que porta el ATP?¿Con qué reacción se mide su 
capacidad energética? ¿Cómo se transfiere su energía a otra molécula orgánica? (Potencial de 
transferencia del grupo fosfato). En relación a esto último dé un ejemplo de reacciones 
acopladas y explique qué función biológica tienen éstas en el transcurso de una vía metabólica. 


7) Cuál es el destino (o qué utilización general tiene) el ATP que sintetizan los seres vivos? 


8) Discuta la relación entre los conceptos de organización, información y entropía. 
Interprete el concepto de sistema antientrópico. Aplíquelo a los seres vivos. 


o de autótrofos y heterótrofos en la 


9) ¿Cuál es la fuente de energía que mantiene el equilibri 
o? Explique el concepto de muerte 


biosfera? ¿Por cuánto tiempo puede asegurarse ese equilibri 
térmica del universo. 


10) Los ecologistas, defensores de la salud del planeta, promueven el reciclaje de todos los 
desperdicios de la actividad humana a fin de mantener en equilibrio el ecosistema. La aplicación 
la agricultura y ganadería se promocionan como "sistemas 
do en cuenta los principios de la termodinámica, si el reciclaje 
zar un equilibrio absoluto e indefinido en el tiempo. 


de estos principios a 
autosustentables". Discuta, tenien 
de desperdicios puede sostenerse hasta alcan 
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| | TEMA2: ENZIMAS 1 





CONTENIDOS 


ENZIMAS 
CINETICA QUIMICA 
ACCION DE LAS ENZIMAS Y MODELOS 
CINETICA ENZIMATICA - MICHAELIS - MENTEN 
| INHIBICION 
| | | ENZIMAS REGULADORAS 
| COENZIMAS 





2j 


መጮ 


CLASIFICACION DE ENZIMAS 















Tipo de reacción catalizada- 


| : | 41. Liasas — | ' Adición a dobles enlaces o inversa 
d: 
E G| — Ligasas | Formación de C-C, C-S, C-O, C-N 
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CINETICA QUIMICA 


R —P Velocidad de una reacción química 


V R5P = A[P]/ At= -A[R]/ At 


En el instante inicial (t,)vale: 





V; = d[P]/dt = -d[R]/dt 








[P] | 
Keq = [PV[R] 


[R] 


tiempo (segs) 









Las pendientes (Vi) alcanzan un CINETICA 
valor máximo constante n Me ENZIMATICA 


የንን ንንን ገገ à ao A y eosrererererecsesessacosserosesesas 


Pendientes: (S P 
(-d[S]/dt- V1) 

crecientes | S > P 
to - . tiempo (segs) | 
“Cinética dee 
orden mixto. 





Michaelis supone: 

S+E o E-S>P+E 

llegando a: © I 

Vi- Vimax.[S] 
Km + [S] 





==, Cinética de 
000660... 


Cinética de 
ordeni : 


[5] 
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ENZIMAS: MODELO DE ADAPTACION INDUCIDA 
E INHIBICIÓN 





E + P 








E+S 





ot 
Ic=Inhibidor 
‘competitivo 


El sustrato encuentra el sitio 
catalítico ocupado por una molécula 
de estructura semejante: el unhibidor 
. competitivo 


La enzima se encuentra impedida de 
adaptarse al sustrato a causa de 
haberse unido al inhibidor no 
competitivo. 






D 


Ic-Inhibidor 
no competitivo 







CINETICA de MICHAEL 


Vi 
Vi max — Vi max 


uuu"! 







Vi max 











san" 


Inhibición Competitiva ses Ti Inhibición No Competitiva 
AV | MAX, e 


ISI ME 





vy. 
KM KM 
Inhibición Competitiva 


[| 


1/ Vi 





m ው || max’ 


Y Y | Y 
-IKM -1/፳እ4 -1/KM 
VEM 


1/ Vi = Km/Vimax.1/[S] + 1/Vimax 





ECUACION DE LAS INVERSAS: | 
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EXTRACCION ENZIMATICA 


li 


filtración Unidades Enzimáticas 


. |1UE cant. de enz. que cataliza 
un pmol de sustrato por 
| | | minuto 
| = |: | 


p ኔኔ Actividad Específica 


srs | AE: núm. de UE por mg de 
mE | proteína en el extracto 





OSMOTICO 








TEMPERATURA | 





20 40 60 tec Ra E Lu 


desnaturalización 
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| AG« 0 






TERMODINAMICA DE LA 
“CATALISIS ENZIMATICA 





















“energia de activacion 
de la reaccion: 
sin catalizar 








energia de activacion 
de la reaccion | 
catalizada 


BART FTAA ZA Vc 


የን 





















PT ` 

B, Cobalamina | CoE de Cob. | Alquilos_ ከክ... ፤) 
554. 1. Acios - M RENE 
BiotCarboxil ote E 50». 

C Fou | THE 









sE 


electrones 
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METALICOS EN TOMATE 





DEFICIENCIA DE COFACTORES 











Deficiencia de Hierro produce 
amarillantamiento de las hojas, aunque la 
red de finas nervaduras permanece verde 


Deficiencia de Potasio causa clorosis 
entre nervaduras de hojas 
aunque éstas permanecen verdes 










Exceso de Boro puede causar 
una coloración oscura en los 
bordes de las hojas y entre 
nervaduras. Los síntomas 
aparecen primero en las hojas 
más viejas. 








Brotes deficientes en Fósforo 
presentan hojas pürpuras. 
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COENZIMAS: ACCION DEL NAD* 





NAD*: NICOTINAMIDA - ADENIN - DINUCLEOTIDO 





° "E ul . 
X O f oo- [ rum -| Sitio de unión del P f 
i ዕ ዕ "|, enelNADP ` 
OH OH : 


H | |. ጂ H | 
=. CONE, CONH, DESHIDROGENACION 
| › |] (OXIDACION) 
E DE UN HIDROXILO 





+ 5 ፡ 
N +H'+2e à ( 
R H R 
| R-C—R = =s R-C-R + 211” + 2ድ:: 


O:H 0 








NAD* NADH + H° 
< R-CO-R 


፪ 
[| 


 R-CHOH-R 


Deshidrogenasa 

















COENZIMAS 


ር qn FLAVIN - ADENIN - |  DINUCLEOTIDO | 


ሜ፡፡፡፡ 


: ACCION DEL. FAD 









FMN i ጌን... Rue o ARS 
qe cw. AME 


— aro — 5969 


` 
-ፎ፦ጮድ- <—H( / “ር. | 
| | + 28” + 2ሮ: 





o i FAD FADH, DESHIDROGENACION 
Erg =s ኢር  (OXIDACION) DE UNA 
ATA / ^. DOBLE LIGADURA 


|. 4 Deshidrogenasa 
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ENZIMAS ALOSTERICAS | 






Efector (+) Activador 









—P 2 m * 
. ሠ ሠ”. 
` * | ! I ` š 
እ AE 7 - Efector (-) Inhibidor 


Cinética sigmoidal 





Abs = ab. C=0, 0097. C (mM) 


Absorbancia 


LUZ-€&&- COLIMADOR 
FOTOCELULA 


o Hof 





mon 


| 


Abs-ab.C- 0,0097. C (mM) 





Ley de Lambert-Beer | 
Absorbancia: Abs = - log It/lo = a.b.C 
It/Io = Int.de luz transmitida / incidente 


a= coef. absorción molar [cm እያ” JomM' 
b = paso de luz = 1 cm 


C= concentración molar M o mM C = 0,350/ 0,0097 = 36 mM 
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ጨ፡ጭ፡ቕጭ፡ጭ”፡” 
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ENZIMAS (CUESTIONARIO) 


1) Defina por su naturaleza química y función biológica el término enzima e indique: 

a) qué características . generales son comunes a las enzimas y a los catalizadores no 
biológicos y abióticos; 

b) qué propiedades particulares caracterizan a las enzimas. 


2) ¿Qué es el sitio activo de una enzima? 


3) Una reacción catalizada biológicamente puede suceder con variación positiva o negativa de la 


energía libre. Indique 

a) en qué caso esa reacción será espontánea, y qué fenómeno biológico debe acoplarse en caso 
que no lo sea. | 

b) qué es energía de activación (Ea) y cómo influye en la reacción descripta (AP) . 

c) qué efecto produce el agregado de una enzima sobre el valor de la energía de 

activación.de una reacción. Fundamente. | - 


4) Indique las características principales de la clasificación decimal de enzimas. Indique los seis 
grupos en que las enzimas se clasifican por la reacción que catalizan. | 


5) Explique qué son los cofactores de las enzimas. Clasifíquelos y ejemplifique. . 


6) Grafique la variación de la actividad enzimática en función de la concentración de enzima, el 
pH y la temperatura. | 


7) Dada la reacción: E+ S €» ES>Pt+E . | | 
a) Grafique la variación de la velocidad de reacción (velocidades iniciales) en función de la con- 
centración de sustrato. Explique el comportamiento diferencial observado con altas y bajas [S]. 


ከ) ¿Qué es velocidad máxima (Vmax) O límite y qué es la constante de Michaelis (Km)? 


c) Escriba la ecuación de Michaelis-Menten e indique en qué postulados y supuestos se funda- 
menta. | | | E | 
d) Explique qué relación se verifica entre el Km y la afinidad aparente de una 
enzima por el sustrato. | | 


e) Grafique 1/V — “(ASD (Lineweaver-Burk) sefialando los parámetros cinéticos caracterís- 


- ticos. Indique la utilidad de esta representación respecto de la hiperbólica o de Michaelis- 


Menten. 


| 8) ¿Cómo actúan los inhibidores enzimáticos? Grafique (V = f[S] o 1/V = f(1/[S])) para una 


situación de inhibición competitiva y no competitiva. ¿Cómo interactúan S, E e I? En cada caso 
considere las gráficas con inhibidor y sin inhibidor. Fundamente las variaciones de Vmax y/o 


Km. 
9) ¿Qué son las enzimas alostéricas? Ejemplifique. 


10) Grafique V = f([S]) para un sistema catalizado por una enzima alostérica. Indique en la 
figura el efecto que se produce al agregar: a) un efector positivo; b) un efector negativo. 


Explique. 


11) ¿Qué son las isoenzimas? 
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ENZIMAS (PROBLEMAS INTEGRADORES) 


1) En semillas de cebada germinadas y sin germinar (maduras y viables) se realizó la 
extracción de la enzima beta-amilasa para estudiar sus propiedades cinéticas. Se obtuvo 
el siguiente gráfico de inversas: 









2 4 
3 
2 Majos ofn d fy dad 
1 pos el ሂኢ menor 
-150  -100 -50 0 50. «100 150 | 
1/[almidón] 
|B semilla germinada O semilla sin germinar | | | | 
a) ¿Qué parámetros cinéticos son diferentes y cuáles no? z z Vmax X UA 


b) Calcule aproximadamente el valor de Km para la enzima extraída de semillas germinadas. 
c) Explique la función de la beta-amilasa durante la germinación y menciones las diferencias. 
con la alfa-amilasa. [ 
d) En base a los datos del gráfico cómo sería el mecanismo de regulación de la actividad de esta | 
enzima. 


24 A partir de nódulos de plantas de soja inoculadas con bacterias del género Rhizobium, se 
purificaron dos enzimas citosólicas: piruvato quinasa (PK) y fosfoenolpiruvato carboxilasa 
(PEPC). Al analizar su cinética se obtuvieron los siguientes gráficos en | los que además se 
muestra el efecto de dos concentraciones de malato. 


IT 





2 f : ፪፪ 2 mMmalato di MED: RD ar 
h a suvimalate para la asimilación del nitrógeno luego de la fijación. 


Partiendo de nitrógeno atmosférico y malato explique 


7 

=e a) Explique la función de cada una de estas enzimas en . 

ES el metabolismo y formule las reacciones que catalizan. | 

E x b) Considerando la forma de las curvas, indique qué tipo (d 

i de enzimas son y cómo podría ser considerado al malato 

= 3 PUERUM con respecto a ellas. f 
6 MES | 

ቭ e c) El malato es una de las principales fuentes carbonadas | 

E : 

9 

s 


ኤው 





con un ejemplo cómo se llega a un aminoácido. | 

== 4 d) La PEPC cumple una función primordial en la | 
P ,, fotosíntesis de ciertas especies. Explíquela. 

52 É 
m 6 

Au 

q 4 

e 

ys) 

E? 

° 
ss qa 

0 02 04 0.6 0.8 1 1.2 
[PEP] (mm) 





3) La actividad de la enzima enolasa (2-fosfo-D-glicerato hidro- liasa) es rapidamente activada 
por anoxia (falta de oxigeno) en especies tolerantes a la inundación como Echinochloa |; 
phyllopogon..En cambio, en especies intolerantes a la anaerobiosis, inclusive del mismo 
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género, como Echinochloa crus-pavonis el aumento de la actividad de la enolasa sólo se 

produce después de 15 horas de provocada la anoxia. a E 

a) En base a esta información grafique en un eje de coordenadas la actividad de enolasa 

en función del tiempo en plántulas de £. phyllopogon y en plântulas de E. crus-pavonis 
- durante las primeras 15 horas de exposición a condiciones de anaerobiosis. 


b) Fueron analizadas las propiedades catalíticas de enolasas purificadas provenientes de . 
ambas especies. Los resultados se representaron segün Lineweaver-Burk: 


4N |. B 2-PGA- 2-fosfoglicerato 








A: E. phyllopogon 
1 /[2-PGA] B: E. crus-pavonis 





¿Qué información se puede obtener del gráfico mostrado? 


c) Grafique en forma aproximada cómo sería la representación según Michaelis-Menten 
(velocidad en función de concentración del sustrato) para cada especie. 





0) Explique cómo realizaría el experimento para llegar 8 los gráficos mostrados en b. 
¿Qué mediría? | us ae | 


H 
[| 


e) ¿Con qué se relacionaría la mayor tolerancia a la anaerobiosis de E.phyllopogon? 





4) La ACC-oxidasa cataliza el último paso de la ruta de síntesis del etileno, una importante : 
hormona vegetal, segün la siguiente reacción: | | : 


፪ 


ANE ለር -፦፦ C Etileno 
(ácido aminociclopropano-1-carboxílico): ACC-oxidasa : 
Utilizando extractos de frutos de papaya (Carica papaya) un grupo de investigación 


determinó en 1998 la afinidad de la enzima ACC-oxidasa por el sustrato publicando el 
siguiente gráfico de dobles inversos (Lineweaver-Burk) para esta enzima. 





Gráfico de Lineweaver-Burk para la ACC-oxidasa 
utilizando ACC como sustrato 


4 


1/v (umol 
etileno.mg de 
proteina” h^) 





-1 1 3 5 7 
1118] (uM) x 10” 


| 
0) 
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a) Defina los parámetros cinéticos de una enzima segün el modelo michaeliano y 
determínelos para la enzima ACC-oxidasa. 


b) Represente con aproximación el gráfico segün Michaelis-Menten, considerando los 
datos obtenidos en el punto 1. | 


c) El ditionito de sodio y el metabisulfito de sodio son poderosos agentes reductores 
consumidores de oxígeno. Al incorporarlos en la mezcla de reacción inhibieron 
- la actividad de la enzima, según se observa en el siguiente cuadro. 


[ND 
Concentración del Tasa de producción de etileno [pimol. 
inhibidor mg proteina! . h”] 


Inhibidor 
Sin inhibidor | Con inhibidor 
Ditionito de sodio 0.022 mM | 5.45 | 0 


Metabisulfito de sodio 0.021 mM s 5.50 0 








Clasifique la enzima según su clase y proponga un mecanismo de acción de 
estos inhibidores. És E 


d) El Co^ desarrolla un tipo de inhibición no competitiva. Grafique sobre la representa- 
ción de Lineweaver-Burk, cómo podría ser el gráfico en presencia del inhibidor, 
en comparación con el gráfico sin inhibidor. Comente . cómo serán los 
respectivos parámetros cinéticos. 


5) La penicilina es hidrolizada y con ello inactivada por la penicilinasa, una enzima presente en 
algunas bacterias resistentes. En un ensayo se midió la cantidad de penicilina 


hidrolizada por minuto, en una solución de 10 ml con 10-9 g de penicilinasa purificada, 
“en función de la concentración de penicilina, obteniendose los siguientes datos: 


[PENICILINA] Masa hidrolizada 
| moles.min”! 
0,1 x 105 M Oe x40 
| 0,3x10°5M | “0,25 x 109 
0,5 x 10 M. 0,34 x 10-9 
1 x 105 M 0,45 x 107 
3x10?M | 0,58 x 10? 
5x10?M 0,61 x 107? 


7 













a) Represente 1/ሃ en función de 1/[5] a partir de los 
. datos de la tabla. 

b) Indique qué tipo de cinética tiene la penicilinasa. 

c) ¿Cuál es el valor de vmáx? ¿Y el de KM? 


d) ¿Qué valor tomará el Km si en presencia de.un 


inhibidor el nuevo valor de 1/vmax es de 2,5 x 1022 
¿De qué tipo de inhibición se trata? Justifique. 


6) La sal glufosinato de amonio es un potente inhibidor de la glutamina sintetasa, según se 
observa en el siguiente gráfico: 


1N A | | 
B A: con glufosinato de amonio 
B: sin glufosinato de amonio 


1415] 
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| 














a) ¿Qué clase de inhibición ejerce el glufosinato de amonio sobre la glutamina sintetasa? 
Justifique en base a los parámetros observados en el gráfico. . AL 
b) Represente el gráfico anterior en la forma hiperbólica o de Michaelis-Menten. 

ር) Considere en el gráfico anterior Vi vs [S] únicamente la curva sin presencia de inhibidor. 


Indique, graficando, cómo influiría en ella un aumento de cantidad de enzima. 


n nuestro país casos de intoxicación por adulteración de un 
medicamento (propóleo) con etilenglicol. La base de la toxicidad de este compuesto es 
que en el organismo se metaboliza a ácido oxálico, sustancia de alta toxicidad, teniendo 
como intermediario al aldehído glicólico. En el metabolismo de los hidratos de 


carbono, usted vio la siguiente reacción: 


7) En 1992 se produjeron e 


É AT ን i : 
CHOH ementas 













C -——— T D 
| AA AA . . €H3 
CH3 B 
Acetaldehído Etanol 
La misma es catalizada por la enzima alcohol deshidrogenasa y requiere coenzima 
reducida. Esta enzima puede también catalizar la siguiente reacción: 
H ,O CH20H 
N 2 
) ሠ —F9 
| < CH430H 
cH,0H 
Aldehído glicólico 1 Etilenglicol 
(ateq aia del x 
- Responda: 
a) ¿Por qué razón altas concentraciones de etilenglicol en los tejidos pueden originar 
“toxicidad por oxálico? V; > Vioc Mute Kuka Ove porque es n 





ste en suministrar altas cantidades de etanol. ¿Qué 


b) El tratamiento aconsejado consi 
ol sobre la metabolización del etilenglicol? ome 


tipo de efecto produce el etan 
n un mismo gráfico) la velocidad de reacción de la alcohol 


c) Grafique (e 
función de la concentración de etilenglicol, en presencia y en 


deshidrogenasa en 
ausencia de etanol. 


: d) Indique qué parámetros cinéticos son afectados en presericia de etanol y cuáles no. ረሊ - 


e) Defina estos parámetros cinéticos. 


C) L ት 
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ENZIMAS (TRABAJO PRÁCTICO EXPERIMENTAL) 
| ESTUDIO CINÉTICO DE SACARASA 


Introducción: 


La sacarasa o invertasa es una hidrolasa que cataliza la hidrólisis de la sacarosa 
liberando glucosa y fructosa. Se encuentra en el lumen de las células epiteliales de las paredes 
intestinales; en levaduras y en células vegetales. | I 2 

Los glúcidos liberados por la acción de esta enzima son capaces de reducir en medio 
alcalino al ácido pícrico (color amarillo) convirtiéndolo en ácido pricrámico (color rojo). La 

intensidad de la coloración obtenida, medida espectrofotométricamente, es proporcional a la 
cantidad de glúcidos reductores presentes en la muestra. | 


. Reacción simplificada: 





NO; 
ን Ree ርክ. O 
S HO., መ + 3R=CÍ 
ON NO, . DES 
OH ON 
ácido pícrico glucosa ácido picrámico ác. glucónico 


(amarillo) | I | (anaranjado) 


Curva de calibración: : 

Para cuantificar la cantidad de glucosa presente en cualquier muestra a partir de la 
reacción con ácido pícrico, sé requiere confeccionar previamente una curva de calibración que 
nos permita calcular el coeficiente de absorción del producto coloreado (ácido picrámico) 
formado a partir de la glucosa, según la reacción anterior. - 

La curva de calibración se prepara de acuerdo al siguiente esquema: 


ME TM 
[Soluciónglucosa001M — (m) | 0 | 0. 
| 50 | 00 | 

I MEN 
















ua hirviendo 5 min. 


0.486 
[pmolesglucos tubo — — | 0 | $5 | 10 | 30 | 


* Se calibra a cero el espectrofotómetro para que quede descontada automáticamente la 
absorbancia producida por la coloración del ácido pícrico. 


0,0 

| m 
Sol. de Ac.picrico (ss). (ml 
9 


1.271 
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| 























E p 
| 


Como resultado de estas determinaciones experimentales se obtuvo la siguiente curva: 
Gráfico Nº 1. Absorbancia en función de concentración de glucosa (expresado en moles : 


glucosa por tubo) 





Absorbancia : 
y 20.0141x 
R? = 0.9393 





moles de glucosa 





De esta recta se obtendrá el factor que permitirá calcular los umoles de glucosa aparecidos por 


hidrólisis con 
sacarasa en el TP ( Qué relación habrá entre dicho factor y la pendiente de la recta?). 


Técnica para el estudio de la cinética de sacarasa 
Se prepara un extracto enzimático a partir de una suspensión de levaduras (lg de 


levadura de cerveza en 100 mL de agua destilada) centrifugada durante 10 minutos a 3000 rpm. 


Se procede según los siguientes pasos: — | f 
04 0088 062 GOLE  9vi'j MS V, PER 








Extracto enzimático (mL) : 


Solución de sacarosa 2 % pv —— PET ከ 4፡1 
Agua destilada (ml) . 9.5 ; 


Mezclar por agitación e Incubar a 3 
Hidróxido de sodio al 10% p/v (ml) 


Solución de ác. pícrico concentrado (ss (ml 


Mezclar por agitación | 





















Lectura de absorbancia a 530 nm AO 


Conc. de sacarosa (mM-jumoles/mL)* | o |: S 
Concentración de glucosa (moles) 25,1 
Velocidad de reacción (umoles glu/min) NE 

1207 4 


* Calcular la Molaridad en base a %p/v de sacarosa, el volumen utilizado y sabiendo que su 


masa molecular es 
Mr: 342,3 

















ጫራ E 5 2 
ኣያቆዴያ ነ "e O ፣ 


aciones de sustrato (mmolaridad de sacarosa) y. las 
la curva de reacción e indicar los parámetros 
de Michaelis-Menten sobre la gráfica segün 


En función de las concentr 
velocidades de reacción (umoles glu/min), graficar 
cinéticos: Velocidad máxima (Vmax) y la constante 
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Michaelis-Menten y sobre la gráfica de las inversas de Lineweaver-Burk. (Utilizar papel 
milimetrado o realizar el gráfico en computadora). | 


36 











ጨጩጩ 




















TEMA 3 | 
METABOLISMO-GLUCOLISIS 


CONTENIDOS 





e METABOLISMO SINÓPTICO 
+ REGULACIÓN DE VÍAS CATABÓLICAS Y ANABÓLICAS 

+  GLUCÓLISIS | 

+ DESTINO DEL PIRUVATO 

+ TIPOS DE FERMENTACIÓN 

+ REGULACIÓN DE LA VÍA GLUCOLÍTICA (EFECTO PASTEUR) 

+ FERMENTACIÓN EN SILOS | 
FERMENTACIÓN EN EL RUMEN 













METABÓLICAS | 


ANABÓLICAS (DE BIOSINTESIS) 


De moléculas pequefias se obtienen moléculas mayores 
(que pueden formar parte de tejido estructural o de 
reserva). Ah 


VÍAS 


CATABOLICAS (DEGRADATIVAS) 


Partiendo de moléculas grandes se obtienen 
moléculas pequeñas. l i 






















Generalmente comprenden reacciones de reducción. 
Por consiguiente requieren coenzimas reductoras del 
tipo NADH, NADPH, FADH. 


Generalmente comprenden reacciones oxidativas: 
Por consiguiente requieren coenzimas oxidantes del 
tipo NAD*, NADP*, FAD. 





























Sus vías comprenden, en general reacciones 
endergónicas y la energía requerida por estas 
proviene de la hidrólisis del ATP. 


Sus vías comprenden, en general reacciones 
exergónicas y la energía producida por estas 
reacciones conduce a la formación de ATP 

partir de ADP y Pi. 














Divergen desde metabolitos comunes ` hacia 


Desde la degradación de nutrientes esenciales se 
metabolitos de muy diferente naturaleza. 


converge hacia metabolitos comunes. 








69 Nota: Algunos de los esquemas utilizados en este teórico-práctico han sido extraídos del libro 
«BIOENERGÉTICA-Introducción al estudio de la Bioquímica". Editorial Facultad . 
Agronomía.2004. Gustavo D. Trinchero. Otros esquemas son de: “Introducción al 
metabolismo del animal  poligastrico". Editorial Facultad Agronomía.2003. Gustavo D. 


Trinchero y Laura N. Pintos. 
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Procesos 
Digestivos: 
Hidrólisis de 


macromoléculas 


monosacáridos ácidos grasos Sillares esenciales | 
— — — 4 aminoácidos i (glucosa) z glicerol ----- m 


| | NAD 
FAD ^v 
Oxidación 
parcial de los 












UU Cam ለ 


NADH 


CEEE 





A ATP 





sillares | NADPH | | 
esenciales OAM [ 
producidos en Combustible 

la etapa parcialmente oxidado 

digestiva — (metabolitos comunes) 

Oxidación total del Er | | 
combustible l Rutas catabólicas 

parcialmente ‹ 






oxidado en la 
segunda etapa. 
Gran producción 
de energía (ATP) 


| Rutas anabólicas 





Productos finales degradados 
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ጩርጌጌው 





| 























ኒ 
















Nutrientes CICLO Biosíntesis (anabolismo) de 
de la ingesta: ENERGETICO Estructuras (fosfolípidos de 


membrana, proteínas musculares) 
y reservas (lípidos, glucógeno). 
Macromoléculas (ADN, ARN) 


Hidratos de 
carbono, Lípidos, 
Proteínas 





CELULAR 5” 


Combustible reducido 
Monosacáridos, ácidos grasos, 
aminoácidos: 























NAD(P)* 


ADP = Pi Biosíntesis (reacciones anabólicas) 


| Degradación Transporte activo 
ió 
catabolismo 


ATP 


NAD(P)H+H* 





Metabolitos parcialmente 
oxidados: Piruvato 
AcetilCoA 


5 መ መመ) ————— ‹ዑ መጻ መ ጠው ወ ወወ — — — ወቃ —— መ) ወወ መመ መ። mmm mmt 









S ub Biosíntesis (anabolismo) 
waa | Estructuras (celulosa) | 
UN y reservas (lípidos, almidón). 
Macromoléculas (ADN, ARN 





) 
















anelas 


rik. 


en el entorno) 





dha 





WV 





| Sustancias simples del 
suelo: 
H20, NH4*, K*, Mg”, Pi, 


etc. 
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Diagrama de Atkinson: regulación de vías metabólicas por carga 





Velocidad relativa de vías metabólicas 


Vías catabólicas 


of 
* 
. 
* 
.. 
. 
. 
.“ 
. 


. 
4" 
of 
* 
of 
mamassug  .፡.። 57 O 77 antt 


. 
.. 
.. 
.. 
.. 
.. 
.. 
.. 
rento? 
... a 
..... ” 
(esas c? 





ses d 0253 1047: -06 = 068 ' 1,0 CE-carga energética `` 
CE (carga energética) = ATP + ሄ ADP / AMP +ADP + ATP 








REGULACIÓN METABÓLICA - 


^. retroinhibición 


Pa) ኣም SEC እተ: 
E; Ea BS Es Es 






(A) — B — C —t> D— > E 
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_GLUCOLISIS pe dus 
š (-) Citrato ና”9 


cos H POHG o የዖ | (AMP | — .. CHOH _ 
S CHOH 
CHOH 
ë CH4OP 
OH A H ` 
< fructosa -6P > Fructosa 1,6- bisP 


Glucosa Glucosa -6P 
Fosfofructoquinása 










Fosfoglucoisomerasa 


e f Mg++ o Mnt Mg++ ` À 
ME in y_ divae _ _ _ Aldolasa 
2da Fase: Oxidación y Producción de Energía cop H CHOP 
mad Lion i Pi ብይ jw 
oe A ADP idee | i “HOH CH» 0H 
CH20P Isomerasa 






- DHAP 
(Dihidroxiacetona-P) 


OP: 
ñ I. 1,3- Difosfoglicerato uc Gliceraldehido-3P 


H 
3-Fosfoglicerato 
Fosfogliceratoquinasa pliesaidebipo ar deshidrogenasa 








Fosfo- Mgt+ - 
gliceromutasa REFERENCIAS 
Mg++ 2-0 C) AcCoA i a 
.. ORO (-) Ac.Grasos | REGULACION 
2-Fosfoglicerato CHOP (-) Inhibidor 
HOH s; (+) Activador : 
Enolasa =0 ` 
Mg++ .. APRA] ATP qo à > 
ርዕ LU a CH3 Rei qubd s 
i : ; ^ — eacción irreversible 
Fosfoenolpiruvato COP > Piruvato Lactato Reacción reversible 
(PEP) CH Piruvatoquinasa `  Lactatodeshidrogenasa | f 
2 Mg++ K+ . LDH l . Enzima 





Cofactor 


REACCIONES DE FERMENTACIÓN 
(ss Y | (CITOSOL) 


CoA+ATP 


: Acetil- CoA 


anusununa 


CoAtATP. . 


CoA*ATP ` 


O = eq.de reducción (NADH + ዘ”) 





2 ATP 
2 NADH 
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ción en silos [Mc 
Fermento | | cn CO, + ዘርዐ 







Tecnica de Reservacion | | vegetal - varias horas 
de fece Fase 1 - Fase aeróbica Bespion levaduras a pH 6,0 - 6,5 
` enterobacterias 





ë ረ " CHS ác. láctico + acético 
ase M doe Men | bacterias . varias semanas 
ermentacion | acidolácticas —f pH 3,8 - 5,0 
| | iE. cw Ed | 
š E “መመ "ዛፊይ።.ዞ Pee sen Los des, 





NIMinis (Poe ¿dye en bs 
I 


ነ 
ነ 


Fase 3 - Fase estable CHS m "Wm ው actividad muy 


Foto de la Web proveniente de la . ; disminuída 
Universidad Austral. de Chile. : 
Instituto de Producción Animal 


Peiresascc on 





Fase 4 — Fase de ác. láctico Q2 (por apertum) có, 


deterioro ^ + acético " m ሰ ' pH1: 
aeróbico | x ret 
3 ú... ú ú. p 
: :  Bacilos 
Fex mentsccon Á 23 cx cs : Mohos 
| | Leer texto en: | enterobacterias 


http://www.fao. org/documents/show 


Fermentación en rumen 


“Dióxido de carbono (60- 















Esófago .- 


70%). 
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FERMENTACIÓN RUMINAL 
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Nota: 
CoA= Coenzima A 

Por economía de espacio en 
todos los esquemas se omite el 
grupo sulfhidrilo (HS-) 

Así, CoA = HSCoA 
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INTRODUCCIÓN AL METABOLISMO (CUESTIONARIO) 





1) ¿Qué entiende por vía metabólica? Distinga las características de vías anabólicas y 
catabólicas. 
2) Realice un esquema que muestre la convergencia de las vías catabólicas e indique la ventaja 
de esta estrategia. 
2) Explique en qué condiciones celulares están activadas las vías anabólicas. Indique qué 
ocurre con las catabólicas en esas condiciones. Justifique sus respuestas. - 
3) Indique los destinos de la energía obtenida de la degradación metabólica de nutrientes en la 
célula de un organismo heterótrofo. Compárelos con lo que ocurre en una célula fotosintética. 
ን) En una dada secuencia de reacciones A> B> C— D> E> E, catalizadas por las enzimas 
E,, Ez, Es, Ea y Es respectivamente, ide qué depende la velocidad de formación del 
producto F?.Justifique . 
4) Sea la conversión CD catalizada por la Es, la Pipes limitante. Como « se modificará la 
velocidad de formación del producto final F si: 
a) la cantidad de enzima E; presente en la reacción se duplicase; 
— b) si la enzima E; fuera activada por un efector alostérico; 
. ዐ) si la concentración de sustrato C aumenta. 
5) Describa el mecanismo de regulación llamado retroinhibición (feed back). 
6) Enumere las principales estructuras subcelulares de la célula eucarionte. Discuta brevemente 
la importancia de la compartimentalización celular en relación a la regulación metabólica. 


GLUCÓLISIS ( CUESTIONARIO) 


1) ¿Qué es la glucólisis?;en qué organismos tiene lugar? ¿endless son. sus etapas 
(descríbalas)?¿Cuál es su ubicación celular? 
2) Esquematice las reacciones que ocurren desde glucosa hasta piruvato. 

ተራን) ¿Escriba en detalle la etapa oxidativa de la glucólisis? ¿Qué es la fosforilación a nivel de 
sustrato (FNS)? 
4) ¿Cuáles son los pasos irreversibles de la glucólisis?¿Cuáles son sus enzimas y cómo están 
reguladas? : 
5) ¿Qué destinos metabólicos puede tener el producto final de la glucólisis y en qué condiciones 
ocurren? 
6) ¿Cuántos moles de ATP rinde la oxidación de un mol de glucosa que ha seguido la vía 

glucolítica cuando ésta se oxida hasta piruvato y hasta CO)? | 
T) Enuncie y explique el efecto Pasteur. —— / 
8) Escriba las ecuaciones correspondientes a las fermentaciones alcohólica y láctica a partir de 
piruvato. Indique el objetivo biológico de la reacción de fermentación 

9) Describa las fases biológicas que sufre un material vegetal ensilado. ¿Qué tipo de 
fermentación es la deseable? Justifique. 
10) ¿Cuáles son las principales fermentaciones ruminales? 
11) Realice un cuadro en que se muestren las principales funciones o transformaciones que 
producen bacterias, hongos, levaduras y protozoarios en el rumen. 
12) Explique la influencia de-la alimentación en la proporción de AGV producidos en el rumen. 
13) Indique los diferentes destinos de los AGV formados en el rumen. 
14) Indique con ejemplos cómo las reacciones de fermentación producidas por distintos micro- 
organismos contribuyen a mantener el equilibrio redox en el rumen. 
15) De ejemplos de reacciones productoras de energía durante los procesos de fermentación 
ruminal y sefiale el destino de esa energía. 


EN 


T 
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GLUCÓLISIS (PROBLEMAS INTEGRADORES) 


1) En un experimento en que se utilizaron semillas de Echinochloa crusgalli (pata de gallo o 
pasto de agua), una maleza comün en cultivos de arroz, se pudo determinar que en condiciones 
de anaerobiosis se producía un incremento en el contenido de etanol en la plántula, segün el 


siguiente gráfico: 
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Indique: Med : 3 — | 
a) ¿Qué proceso bioquímico está ocurriendo, y cuál es el sentido biológico del mismo? 


| 'b) ¿Cuál es el sustrato inicial que se está degradando? 3l Losa . ዶሥፕኾ | 
6) ¿Qué compuesto rico energético se puede sintetizar a expensas de ese sustrato inicial? ¿Qué 

nombre recibe este tipo de reacciones y cuál es la definición de las mismas? cobbolves ^ —— 

d) Si desaparecieran las condiciones de anaerobiosis del suelo y la plántula quedara expuesta a €<, ኬኢኔ= [ሰ 5 

aerobiosis, ¿qué sucedería probablemente con el ritmo de degradación del metabolito inicial? ' 

6) ¿Cuál sería la etapa metabólica sensible a este cambio? Coce^e Kes pie ho A | 

8 En condiciones de aerobiosis, ¿cuál podría ser el destino del etanol formado anteriormente? 

Sugiera un posible mecanismo de metabolización del etanol producido. form x< Aceh Co A 





SSS 


los frutos en cámaras de almacenamiento suele 


disminuirse la concentracién de oxigeno disponible. Esta tecnologia es llamada *almacenaje en 
atmósferas controladas", ya que la proporción de cada gas es mantenida. en-su nivel original a 
través del tiempo, independientemente de la temperatura o de otras modificaciones ambientales. 
“Al medir la actividad respiratoria (producción de CO; por unidad de tiempo y peso fresco del 
us ! fruto) la curva obtenida muestra un punto de extinción o compensación (que corresponde. a 
concentraciones de 1-2% de O;) en que la producción de CO; es mínima. Por debajo de dicha 
concentración de O>, el CO; producido aumenta nuevamente, alterándose el sabor de los frutos. ' 


2) Para extender la vida postcosecha de 























47 





FIGURA 1 


> Punto. de extinción o 


compensación : 


- Actividad respiratoria (ml de 
CO; ከ” kg” de peso fresco) 





0 5- 10: 15 20: 25 
Concentración | de oxígeno (96) 

a) ¿A qué se debe el aumento de producción de CO) s a concentraciones de 0. en: vatmósfera 
inferior al punto de compensación? 
ከ) ¿Qué tipo de alteración experimentará el sabor del fruto? 
c) ¿Qué reacciones justifican la producción de CO, por EE y por encima del punto de 
compensación? 
d) ¿Qué concentración de O; elegiría para almacenar frutos en cámara de atmósfera controladas 
por períodos prolongados? 
e) ¿Qué otra variable utilizaría paa disminuir la tasa respiratoria en la cámara de. almacenaje? 
Justifique. | | 


3) En 1998, un joven investigador e examinó las respuestas de los brotes de espárrago (tejido 
meristemático en activo crecimiento) en un amplio rango de. presiones parciales de oxígeno por 
debajo de la presión normal atmosférica. La respuesta a la presión de oxígeno por parte de los 
tejidos fue medida en términos de: 

i) actividad de la enzima piruvato quinasa (gráfico A); 

ii) cambios en los niveles de adenilato o carga energética (CE) de la célula (gráfico B) 
expresado como CE = ([ATP] + % [ADP]) / [ATP] + [ADP] + [AMP]. 


Actividad de enzima piruvato quinasa 
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La respuesta dividió ambos gráficos en 2 grandes zonas: 


Zona crítica: aquélla que no logra sostener un metabolismo equilibrado (subzonas 1 y 2); 
Zona homeostática: aquélla que mantiene un metabolismo activo y equilibrado (subzonas 3 y 4). 


Analizando los efectos de disminución del O, se observa que: 
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e Desde 20 a 5 kPa existe estabilicue en la actividad de la enzima pee 
(subzona 4); 

e Desde 5 hasta 2 kPa se produce una importante caída de la actividad de la e enzima 
(región de stress o subzona 3) 

e Desde 2 hasta 1 kPa se verifica un aumento significativo de la actividad de la enzima 


(subzona 2); 
e Desde 1 hasta 0 kPa se observa una nueva caída brusca de la actividad (región de 


muerte o subzona 1). 
a) ¿Qué tipo de reacción cataliza la enzima piruvato quinasa? Escríbala, mencionando sustratos, 
productos y cofactores. ¿En qué ruta metabólica ubica usted la actividad de la enzima piruvato 


quinasa? ¿Qué localización subcelular posee? 
b) Explique los fenómenos que tienen lugar en cada uno ae los 4 sectores de la curva de activi- 


dad de la enzima piruvato quinasa: 
c) ¿Qué tipo de enzima es, desde un punto de vista metabólico, la m quinasa? Ex- 


. plique su respuesta. 


d) Relacione los niveles de actividad enzimática (Gráfico A) con 18 carga energética o nivel de 
adenilato (Gráfico B). Explique. | 


ኒ 
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TEMA 4: 
CICLO DE KREBS Y CADENA RESPIRATORIA 


DESCARBOXILACIÓN DEL PIRUVATO 
CICLO DE LOS ÁCIDOS TRICARBOXÍLICOS - REGULACIÓN 


ANFIBOLISMO - REACCIONES DE DRENAJE Y RELLENO 
CADENA DE TRANSPORTE ELECTRÓNICO 

INHIBIDORES Y DESCOPLANTES 

BALANCE DE ATP 
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CICLO DE LOS ÁCIDOS TRICARBOXÍLICOS (CUESTIONARIO) 


1) Del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, indique: | 

a) cuál es el complejo multienzimático que cataliza la conversión de piruvato a 
acetil-CoA; — : 

b) la ubicación celular del citado ciclo. 


2) Señale en el esquema del ciclo de Krebs las reacciones de óxido- reducción, descarboxilacién 
y fosforilacion a nivel de sustrato. : E 


3) Dé las reacciones fedor que ocurren en al giles e indique los s probables destinos de las — 
coenzimas reducidas. a | 


4) Describa mediante ejemplos el carácter anfibólico del ciclo de los ácidos tricarboxilicos. 
5) Explique y ejemplifique el contepto de reacción anaplerótica.. 


6) Indique cuales son los sitios de regulación del ciclo de Krebs. 
CADENA RESPIRATORIA (CUEST IONARIO) | 


1) Indique la ubicación celular de la cadena respiratoria ። 


2) En referencia a la cadena respiratoria, indique: 

a) ¿Cómo se denominan los complejos que integran la cadena respiratoria? 
b) ¿Cómo se disponen en la membrana mitocondrial? 

c) ¿Cuál es su función? 

d) ¿Cuáles son los dadores y aceptores de electrones para cada complejo? . 
e) ¿Cómo se genera el gradiente de protones? 


3) Describa la constitución y funciones de las ATPasa de membrana e indique cuántas 
moléculas de ATP son producidas en relación al movimiento de protones. 


4) Compare los procesos de fosforilación oxidative y de fosforilación a nivel de sustrato. 
5) Señale las diferencias entre agentes desacoplantes e inhibidores de la cadena respiratoria. 


6) Calcule el rendimiento energético correspondiente a la oxidación completa de una molécula 
de glucosa. 


CICLO DE KREBS Y CADEN RESPIRTORIA CHOBLEMAS INTEGRADORES) | 

1) La mayoría de los Dioducios frutihortícolas contienen ácidos orgánicos en niveles superiores 
a los de requerimiento inmediato para el metabolismo celular. El exceso es generalmente 
almacenado en vacuola. Por ejemplo, los ácidos málico y cítrico se encuentran presentes en 
concentraciones relativamente importantes en los frutos de banana, presentándose un 
incremento en la acidez de la pulpa durante la maduración del fruto. 

a) Formule en forma completa las reacciones en que intervienen el L-malato y el citrato como 
producto o sustrato en el ciclo del ácido cítrico, indicando además el tipo de reacción de que se 
trata, las enzimas y su clasificación, y los cofactores actuantes en dichos pasos metabólicos 
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b) El citrato es también precursor de la ruta biosintética de lípidos. Ubique dicha ruta 
subcelularmente y justifique la imposibilidad de participación directa del acetil-CoA 
mitocondrial en dicho proceso. ¿Qué función cumple la citrato liasa dependiente de ATP en 
dicho proceso? | | 

ር) Un ingeniero agrónomo midió la actividad respiratoria y el contenido de almidón de los 
frutos de banana durante los cinco primeros días de maduración. El profesional constató que la 
pérdida de almidón es contínua hasta prácticamente anularse al quinto día de medición. La 
producción de azücares solubles (sacarosa, glucosa, fructosa) se incrementa hasta el cuarto día, 
para luego decrecer muy lentamente. La producción respiratoria de CO; se incrementa hasta 
alcanzar un máximo al tercer día, declinando luego ligeramente aunque manteniendo niveles 


elevados según se grafica a continuación: 







20 — ብ — ALMIDÓN 140. 
48 - - ጅ - AZUCARES 
" md 002: 120 
q 316 a E 
o 9 44 100 “o 
` 6 I 
2 E12 30 መ 
| € 940 x 
> g , O) 
z os 60 E 
ኣ 6 N 
23 6 : 40 O 
= = O 
< 2 20 
0 0 


0 1 2 3 4 5 
TIEMPO DE MADURACIÓN (días) 


Considerando los procesos enunciados anteriormente (en el párrafo inicial y en el 
gráfico) y sabiendo que el contenido total de lípidos en pulpa no varía sustancialmente 
durante la maduración de los frutos de banana: 


- sefiale los posibles destinos de degradación del almidón; 


- mencione los principales pasos regulatorios de las vías involucradas en dicha 
degradación y las enzimas intervinientes; 


- puntualice por qué la evolución de la actividad respiratoria y del contenido de almidón 
de los frutos es prácticamente inversa; 


- esquematice las etapas en las cuales se produce desprendimiento de CO», identificando 
las enzimas y cofactores intervinientes. 


2) El complejo piruvato deshidrogenasa (PDH), constituido por tres enzimas que actúan en 
forma secuencial, cataliza una de las transformaciones del piruvato proveniente de la glucólisis. 
En la década del '70, un equipo de investigadores describió parcialmente la regulación del 
complejo piruvato deshidrogenasa en vegetales. A tal efecto, se aislaron mitocondrias a partir de 
botones florales de brócoli, las que fueron incubadas en una solución apropiada midiéndose a 
diferentes tiempos la actividad del complejo piruvato deshidrogenasa. 
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Simultáneamente, se tomaron alícuotas de la suspensión y se les adicionaron diferentes con- 
centraciones de ATP, acompafiadas de oligomicina, un potente inhibidor del complejo ATP 
sintasa. Los resultados, expresados como porcentaje de la actividad original, se observan en la 
figura 1. 


FIGURA 1 
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En otro ensayo, las mitocondrias preincubadas fueron tratadas con ATP marcado (AT”P) 


comprobándose la incorporación de 2p al complejo de la PDH, como se observa en la figura 2. 


FIGURA 2 
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a) ¿Cuál es la reacción catalizada por el complejo piruvato deshidrogenasa? Incluya sustratos, 
productos y cofactores intervinientes. ¿Qué solución estimaría apropiada para realizar 
este ensayo? 


ከ) ¿Cuál piensa usted es la razón de la utilización de la oligomicina en la experiencia cuyos 
resultados se grafican en la figura 1? | 
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c) ¿Qué tipo de regulación indican los resultados contenidos en la figura 1? Manifieste su 
“importancia en función de la economía energética celular. En base al enunciado decida 
y justifique la posibilidad de una modificación covalente o un cambio conformacional 

(por alosterismo) de la PDH en presencia de ATP. 


d) ¿Qué ocurre en situaciones de baja carga energética celular y baja relación NADH/NAD' con 
la velocidad de funcionamiento del cilco de Krebs? Mencione otros posibles destinos 
del piruvato citoplasmático, explicitando la situación metabólica que promueve dicho 


destino. 


3) Se dispone de una suspensión de células facultativas (capaces de crecer en presencia o 

ausencia de oxígeno), creciendo en condiciones anaeróbicas (ausencia de oxígeno). Cuando 

dicha suspensión celular es pasada a un medio aeróbico, el consumo de glucosa por parte de las 

células disminuye. Cuando se midió la producción de ácido láctico, este cesa en presencia de | 
oxígeno. 

a) ¿Por qué cesa la acumulación de láctico después de la adición de oxígeno? 

b) ¿Por qué la adición de oxígeno disminuye la velocidad de consumo de glucosa? 

c) Si a la misma suspensión celular crecida anaeróbicamente se le afiade n-butilmalonato, un’ 
inhibidor del transporte del malato hacia mitocondria, prediga que sucederá con: ` 


> el proceso glucolítico; 
ው el consumo de oxígeno; 


 ሙ la formación de lactato; 


> la síntesis de ATP. 


En cada caso justifique. | | | 
d) En estas condiciones aeróbicas, un grupo de células fue tratada con el compuesto A, y otra 


con el B. Se midió sobre las mismas la formación de ATP y consumo de oxígeno, obteniéndose 
los siguientes resultados: "P | - 

> Células tratadas con A: bajo consumo de oxígeno y baja síntesis de ATP 

> Células tratadas con B: consumo normal de oxígeno y baja producción de ATP 

Indique qué tipo de sustancia es A y B. Justifique. | | 


4). Como resultado de la ingesta del rebrote de un sorgo granífero destinado a pastoreo después 
de una lluvia.que siguió a un período de sequía, se produjo importante intoxicación de los 
animales. Un ingeniero agrónomo explicó que los sorgos son capaces, en esas condiciones, de 
generar glucósidos cianogenéticos que, a partir de un proceso de hidrólisis, liberan ácido cian- 
hídrico, y que el ion cianuro es un tóxico que inhibe a la citocromo c oxidasa. Responda: 

a) ¿Cuál es la ubicación subcelular de este complejo enzimático y qué tipo de reacción cataliza? 

ከ) ¿Puede el Ciclo de los Acidos Tricarboxílicos funcionar sin cadena respiratoria? Justifique. 

o confirmó su diagnóstico de intoxicación con cianuro al ver el color 
rojo brillante de las mucosas de los animales, resultado según él de la elevada concentración de 
oxígeno en la corriente sanguínea. Sin embargo, "las células mueren por no poder utilizar dicho 
oxígeno", señaló. Explique esta afirmación desde el punto de vista bioquímico, y sefiale si el 
cianuro es un agente desacoplante o no. 

d) La acción del tóxico antes citado, en niveles que no produzcan la muerte celular, ¿aumenta, 
disminuye o no influye en la concentración de ADP? ¿Por qué? ME 

e) En esas condiciones, ¿qué efecto tendrá la acción de la mencionada sustancia tóxica sobre la 
actividad de la fosfofructoquinasa de glucólisis? ¿Por qué? ¿Qué tipo de regulación es? 

f) En idénticas condiciones, ¿qué metabolito de la glucólisis supone Ud. que se acumularía? 


Justifique. 


c) El ingeniero agrónom 
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5) En un experimento con mitocondrias atus se midió el consumo de oxígeno en presencia 
de distintas sustancias agregadas separadamente al medio de incubación. Estas sustancias 


fueron: 

- KCN 

- ATP 

- ADP 

- succinato 
Se obtuvo el siguiente gráfico: 
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a) Indique en qué momento (cuántos segundos a partir del comienzo de la experiencia) fueron 
agregadas cada una de las sustancias mencionadas. Fundamente su respuesta. 
b) Se ha encontrado en vegetales la existencia de una respiración insensible al cianuro. En estos 
tejidos existen dos oxidasas: la citocromo c oxidasa (complejo IV de la cadena respiratoria) que 
es sensible al cianuro y la oxidasa alternativa (resistente al cianuro). La acción de la oxidasa 
alternativa, al igual que la citocromo c oxidasa, necesita del consumo de oxígeno. Ambas vías 
de transferencia de electrones pueden operar simultáneamente. La forma de comprobar | la - 
presencia de la oxidasa alternativa es exponer a las mitocondrias a la presencia de cianuro. De 
existir esta enzima las mitocondrias sobreviven. Por su parte la oxidasa alternativa se inhibe en 
presencia de SHAM (ácido hidroxámico). 
Realice un grafico similar al expuesto en la parte a, pero para mitocondrias que presenten 
respiración insensible al cianuro. Indique además en qué momento incorporaria SHAM para 
corroborar la existencia de este tipo de ESPUAcIón: Represente en el gráfico el efecto producido 
por este inhibidor. 
c) Teniendo en cuenta que la acción de la oxidasa alternativa no pente la síntesis de ATP ya 
“que no bombea protones al espacio intermembrana de la mitocondria discuta el posible rol 
biológico de esta enzima. 


6) En un establecimiento agropecuario, parte del rodeo de bovinos tuvo accidentalmente acceso 
a un sector del campo atravesado por un arroyo cargado de efluentes industriales. Algunos de 
los animales experimentaron colapso, convulsiones y muerte rápida, Otros, que sufrieron 
exposición menos intensa, permanecían vivos. Fueron consultados el ingeniero agrónomo y el 
veterinario del establecimiento. 


62 

















FO 





| 





























El ingeniero agrónomo había determinado con anterioridad que esas aguas residuales contenían 
sulfuro de hidrógeno (H2S). El veterinario comentó que este tóxico irrita las mucosas y provoca 
graves problemas respiratorios. Una rápida consulta bibliográfica bastó para conocer que el H,S 


inhibe la citocromo c oxidasa. 

a) Recordando la ubicación subc 
enzimas o complejos enzimáticos 
misma localización. 
b) Se.suscitó una di 
eficacia que presentaría como traía 


elular de la citocromo c oxidasa, mencione al menos otras 4 
(relacionados o no con la cadena respiratoria) que presenten la 


scusión entre el personal del establecimiento y los profesionales acerca de la 
miento el suministro de O, a los animales envenenados. , 


¿Supone usted que el tratamiento con O, sería una medida beneficiosa o no? {Por qué? 
c) De acuerdo a lo enunciado, ¿clasificaría al H;S como agente desacoplante, inhibidor de 
transporte electrónico, o inhibidor de ATPasa? Justifique, mencionando además si se produce 


gradiente de protones. Inhubido da eee A ZZ = . 
d) Comente brevemente cómo se verán afectadas en general: a) las rutas de biosíntesis y b) los 
procesos catabólicos, en células que han experimentado la acción del tóxico en concentraciones 


lo suficientemente bajas para no causar la muerte. No ሃኔ ኔ ካ55ዶ* 
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pueden implicar un peligro para el ganado. (i^^ eej5cop: | 
a) Explique con fundamento bioquímico la causa de esta afirmación. 
b) Explique y ejemplifique la diferente acción de un inhibidor de cadena respiratoria y un 


desacoplante. 
c) A partir de la estructura de los compuestos mencionados explique por qué son fácilmente 


absorbibles por piel y mucosas? Jon mde why fuel UO ላህይ ጫውን LU - 
d) Qué síntoma n y qué tratamientos se indican para animales intoxicados? 
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TEMA 5: | 
METABOLISMO DE LIPIDOS 
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METABOLISMO DE LIPIDOS (CUESTIONARIO) 


DEGRADACIÓN DE TRIACILGLICÉRIDOS, FOSFOLÍPIDOS Y 
ÁCIDOS GRASOS | 
1) a) ¿Cuáles son los lípidos de reserva? 


b) ¿Qué característica diferencial presentan los ácidos grasos que los constituyen 
en el reino animal y en el vegetal y qué propiedades físicas les confieren? 


2) En la degradación de los lípidos de reserva contenidos en los liposomas: 
a) ¿Qué productos se obtienen? 
ከ) ¿Qué enzimas intervienen? 
c) Indique a qué clase enzimática pertenecen. 
d) ¿Es una reacción reversible? 


3) ¿Cuáles pueden ser los destinos del glicerol resultante? Formule las reacciones 


- involucradas. 


4) ¿Cuál es la principal vía degradativa de los ácidos grasos? 

5) ¿Cómo se activan los restos acilos para ser degradados? | 

6) ¿Cuál es la función de la carnitina en la degradación de los ácidos grasos? 

7) ¿Qué tipo de reacciones involucra cada espiral completa de B-oxidación? : 
8) ¿Qué enzima/s adicional/es permite/n la B-oxidación de los ácidos grasos insatura- 
dos? | | x 


SÍNTESIS DE ÁCIDOS GRASOS, TRIACILGLICÉRIDOS 
Y FOSFOLÍPIDOS E 


1) ¿En qué ubicación subcelular se lleva a cabo la biosíntesis de ácidos grasos en 
animales y en órganos vegetales fotosintéticos? | 


2) ¿Cuál es el metabolito precursor para la síntesis de ácidos grasos? 


3) ¿Cuál es el papel del CO? en la reacción de síntesis del malonil-CoA? ¿Qué vitamina 


actüa como grupo prostético en dicha reacción? | 

4) Explique la diferencia de la síntesis de ácidos grasos de mamíferos, bacterias y ve- 
getales? | : | | 

5) ¿Qué es el ACP y cuál es su grupo activo? ¿Qué papel cumple en la síntesis de ácidos 
grasos? 

6) ¿Qué reacciones involucra cada etapa de la adición de una unidad de 2 carbonos? 

7) ¿Qué coenzima de oxidorreducción es necesaria para la síntesis de ácidos grasos en 
animales y vegetales? ¿Qué vía metabólica provee esta coenzima en: a) animales y célu- 
las vegetales no fotosintéticas; b) células fotosintéticas? 

8) ¿Cuál es la fuente principal del glicerol-fosfato para la síntesis de triacilglicéridos? 

9) ¿Cuál es el rol del ácido fosfatídico en la síntesis de triacilglicéridos y fosfolípidos? 
10) ¿Cómo es activada y transportada la base nitrogenada en la síntesis de fosfatidil- 


colina y fosfatidiletanolamina? 
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METABOLISMO DE LIPIDOS (PROBLEMAS INTEGRADOS) 


1) El 2,4 DB es un producto con un mecanismo de acción peculiar. En su estado ori- 
ginal, presenta muy poca actividad herbicida. Sin embargo, una vez aplicado sobre el 
vegetal, experimenta en el interior de las plantas susceptibles una transformación a 2,4 
D, sustancia fuertemente fitotóxica. Asocie esta transformación al metabolismo de los 
ácidos grasos. 

Cl -O-CH»?-CH»-CH»- -COOH ቅ CI-O-CH5-COOH. 


2,4 DB ገ 2,4 D 
a) La transformación de 2,4 DB en 2,4 D presenta un ል Lark ¿Es un proceso 
exergónico o endergónico? ¿Por qué? | 
b) ¿En qué lugar de la célula es transformado: el 2,4 DB en 2 4 D? 
c) Además del 2,4 D, ¿qué otros productos se forman como resultado final de la 
transformación del 2,4 DB (incluya cofactores)? 
d) En el metabolismo de los lípidos, esos mismos productos sufren transformaciones 
posteriores. Dos de los productos formados mencionados en el punto 3, son cofactores 
que se oxidan en la cadena transportadora de electrones. Mencione: | 
d.1) el tipo de cofactor de que se trata (activador, coenzima o grupo prostético); . 
d.2) el nombre del aceptor primario de los electrones cedidos por estos cofactores en 
cadena respiratoria; | 
0.3) el número total de moléculas de ATP que se genera en cada caso, y la razón por la 
cual dicho número difiere según el cofactor en cuestión (considere cadena i 
completa). 
e) ¿Cuáles serían los posibles destinos 44 tercer producto formado segün se mencionó 
en el punto 3? 
f) Se sabe que algunas éspecies leguminosas (ej.: alfalfa, tréboles), por razones exclusi- 
vamente bioquímicas, no son afectadas al aplicarse 2,4 DB. Sin embargo, sí son 
afectadas al aplicarse 2,4 D. Discuta alguna razón ae posihig para la ocurrencia 
de este fenómeno. ; 


2) Desde la década del '70, los investigadores de las ciencias agropecuarias han buscado 

formas de controlar las malezas gramíneas en los cultivos. En 1980, un investigador : 

descubrió un herbicida graminicida (diclofop metilo) que inhibe E formación de 

malonil-CoA a partir de acetil-CoA. 

a) ¿Cuál es la principal ruta metabólica afectada y por qué? En condiciones normales, la 

secuencia de reacciones que conforman dicha ruta jes endergónica o exergónica? ¿Por 

qué? 

b) ¿Cuál es la enzima . inhibida por el herbicida? ;A qué clase enzimática pertenece? 
¿Qué tipo de reacción cataliza dicha enzima? Esquematice la reacción. 

c) Mencione la vitamina que actúa como cofactor para dicha enzima y clasifique ese co- 

factor (activador, coenzima o grupo prostético). 

d) El paso inhibido por el herbicida es considerado limitante en la velocidad de la ruta 

metabólica. Mencione qué metabolito/s incrementa/n la velocidad de la ruta, y cuál la 

desacelera en condiciones normales. Teniendo en cuenta el concepto de regulación 

enzimática de una ruta, ¿cómo catalogaría a esta enzima? Discuta. 

e) La ruta metabólica en cuestión requiere el aporte, en determinados puntos de su 

trayecto, de energía química en 2 formas. Mencione los mismas, indicando los pasos en 

que dichos requerimientos tienen lugar. 
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f) ¿Qué estructuras celulares se ven crucialmente afectadas al aplicar esta clase de 
herbicidas en especies susceptibles? Discuta el alcance de dicha incidencia. Š 
g) Un ingeniero agrónomo, efectuando aplicaciones del herbicida, observó que las male- 
zas susceptibles al mismo experimentaban clorosis (amarillamiento) de las hojas, por lo 
cual consideró posible que el herbicida produjera daños a nivel de cloroplasto. 
¿Considera usted correcta esa apreciación? Fundamente la respuesta. 
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METABOLISMO DE LIPIDOS 
(TRABAJO PRÁCTICO EXPERIMENTAL) 


VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD LIPÁSICA DE SEMILLAS DE 
OLEAGINOSAS | x | ። 


Introducción: 


Las lipasas son glícero-hidrolasas (3.1.1 clasificación decimal), que se caracterizan por 
ser poco específicas, es decir que catalizan la misma reacción sobre más de un sustrato. 
En el caso particular del trabajo práctico a realizar a continuación la enzima se 
desempefia mejor a pH ácido. 


Material Vegetal: 


Se utilizarán semillas de Ricinus communis L. (ricino o tártago), las cuales fueron 
embebidas en agua durante 48hs a 30?C. | 


Técnica: 


. Se realizará una suspensión de semillas, a partir de 4 semillas a las que se debe quitar el 
tegumento y triturar sobre un mortero con 5 ml de agua. Luego se malaxaran agregando 
10ml de agua, se filtrará por tela para obtener el extractivo que se utilizará en la 
incubación. | 


Como sustrato se utilizará una emulsión de manteca, la cual se preparará suspendiendo 


0,5g de manteca en 10ml de agua que será calentada hasta formar la emulsión. 


Pasos a seguir: 


Tubo de ensayo Nº 
Suspensión se semillas (ml 
Emulsión de manteca (ml)** 














E UE Cs 
¡ eoo 
866666... |)ጠመ,[ቦርቻ |. — |፡8፡666:806 — 


* Solución reguladora pH5 AcOH/AcONa 0,1M. 
** Tomar la precaución de que la temperatura de la emulsión no produzca la precipitación 
de las enzimas. | | | 
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«Fotorrespiración 
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| REGULACIÓN del CFRC 
= Regulación de la RuBisCO | 

= Reducción de grupos tioles por luz 

« Variación de pH y [Mg++] (3) co, 
trato] dan 





(3) ribulosa-1,5-bisfosfato 


(15 carbonos) 





Fosforribuloquinasa Rubisco 












Isomerasas 
 Transcetolasas ` 
Aldolasas bisfosfatasas (18 carbonos) 
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3PGquinasa /ር 
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(3 carbonos) 
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RuBisCO = Ribulosa-1,5-Bisfosfato Carboxilasa/Oxigenasa_ 
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« Afinidad por CO; = 90-100 veces afinidad por O, (Ky 12 y 250 uM) 


= V de captura de CO,= f ([CO2], [CO2//021, [RuBP], RuBisCO” 
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Rubisco. Cada holoenzima está 
compuesta de 8 subunidades 
grandes (azul y celeste) y 8 
pequeñas (rojo y naranja). Los 
rulos amarillos indican la posición 
del sitio activo. 


md 


í la Rubisco vo 0, Se Qo duce. 
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leto, pois ብ 
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ferivnse 


La Rubisco activasa remueve la RuBP unida de la Rubisco 
descarbamilada inactiva, en una reacción dependiente del ATP. 


La Rubisco libre puede luego ser activada por carbamilación, uniendo 
CO, y Mg?* como muestra la figura siguiente. 


La Rubisco activasa puede también ser activada por luz via 
tiorredoxina. 





76 























ጩ፡፡ፎጭጩ 





































Enzima Activada con - 
carbamato en LIS 201 









Activación de la Rubisco por 
carbamilación. La Rubisco es 
activada por unión de CO; y 
Mg?*. 

La reacción de activación, que 
libera protones, es promovida 
por incrementos en el pH del 
estroma y por la concentración 
de Mg ?* asociado con la 
iluminación del cloroplasto. : 


inactiva | 






































Rublsco : Rublsca 






El sistema ferredoxina-tiorredoxina 
provee un mecanismo para la 
activación dependiente de la luz o la 
desactivación de las enzimas. La 
transferencia fotosintética de 
electrones por el fotosistema | 
conduce a la reducción de la 
ferredoxina, una proteína Fe-S. La 
ferredoxina reducida, a su vez, 
reduce a la tiorredoxina, una proteína 
disulfuro regulatoria, en una reacción 
catalizada por la ferredoxina- 
tiorredoxina reductasa. La 
tiorredoxina reducida puede reducir 
las uniones disulfuro de numerosas 
proteínas, modulando así sus 
actividades. La transferencia de 
electrones se muestra en rojo. En la 
oscuridad, el O, oxida tanto la enzima 
como la tiorredoxina. 
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l EE Photosysterm +. y 
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Esquema de la síntesis de carbohidratos que tiene lugar a partir de las 
moléculas de triosa fosfato obtenidas en el ciclo de Calvin. 


ACAROSA 


Reacciones de la síntesis de sacarosa, almidón y celulosa 


CHO Í ADP-G 


almidón (n) - 


almidón 
(n+1) 


EB, vo 


Ho 


o om. 
UDP-G 


fructosa — fructosa-6-fosfato 


Ea celulosa 


Nerd ont 
sacarosa (Ë; 
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L^ Epidermis : 
adaxial’: ^ 
- Parénquima ` 
en empalizada 





Esquema de la anatomía típica 
de una planta C3. 


Las células envolventes del haz 
NO contiene cloroplastos 


— Epidermis: 
018501 





“Pe ascular. | | Esquema una planta C4. 
“Vaina dei | | (anatomía Kranz o en corona) 
Las células de la vaina 
“envolventes del haz contienen 
cloroplastos y son mayores que 


las equivalentes en C3 



























Microfotografía electrónica 
comparando los cloroplastos de 
una célula de la vaina del haz 
(abajo) y una célula del mesófilo 
(arriba) de.una planta de C4 
(sorgo). 


La morfología del cloroplasto 
refleja sus funciones bioquimicas. 
El cloroplasto de la vaina del haz 
AN | carece de tilacoides apilados y 
contiene escaso PS Il. | 


En cambio, los cloroplastos de las 

células del mesófilo contiene todos 

los complejos transmembrana 

requeridos para las reacciones 

| luminicas de la fotosíntesis, pero 
poca o ninguna Rubisco. 0% 
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Variaciones en la fotosíntesis C, 


























Ejemplos . 
en plantas 


Ácido C, Descarboxilasa 
transportado 
desde las | 
células de la 


vaina del haz. 


Acido C, 
transportado ` 
hacia las 
células de la 
vaina del haz 


Malato | 



































Maiz, cana 
de azücar 


| Enzima malica— 
NADP* 
Enzima malica— 
NAD* DuC 


Fosfoenolpiruvato | Panicum 
carboxiquinasa maximum. 


Piruvato 



















Aspartato Alanina 


Alanina, PEP 
o piruvato 


Aspartato 



















PLANTAS CAM 


Metabolismo Acido de las Crasuláceas 


Las plantas de los desiertos cálidos, donde la radiación solar es muy elevada y 
el agua muy escasa, se presenta un tercer tipo de fotosíntesis: la vía CAM (de 
metabolismo ácido). Ésta es parecida a la que llevan a cabo las plantas C4 ya 
que también se forman compuestos de cuatro carbonos que después inician el 
Ciclo de Calvin, la diferencia estriba que todo el proceso ocurre dentro de las 
células mesófilas. l ee OES 

.Las plantas CAM abren los estomas sólo durante la noche, absorbiendo 
entonces el CO, para convertirlo en malato. Esto permite una menor pérdida 
de agua. En el día, la planta capta la luz y toma el malato como materia prima 
para producir moléculas orgánicas. 


Como sabemos, el CO, capturado de la atmósfera durante la fotosíntesis, 
regresa a ella mediante la respiración, al fragmentarse los compuestos 


. "orgánicos elaborados por las plantas y que sirven de alimento a todos los 
- organismos. Cerrándose así parte del ciclo del carbono en la naturaleza. 


OSCURIDAD (Noche) A Uer LUZ (Dia) 
"Descarboxllaclón ... - - 


Asimilación del — = GO; . del malato; 


CO, atmosférico ud ሪኤ ad almacenado y ( 
atravésdelas EA. Wg C RENE rerijación del CO; 


estomas: M se cr EE D -acidificación . 
acidificación MO AE ED AM dura . 


. oscura 
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Vaina del haz Total. Ñ 


— U 


NADPH. ATP..NADPH. - 





Anatomía de la hoja: Células de la vaina 


del haz sin apenas : 


i cloroplastos. 
Carboxilasa Final: ^ RuBisCO 
Metabolismo adjunto: Ninguno - 
Carboxilasa adjunta; Ninguna 
Fotorrespiración: - Alta ; 
Abertura estomática: Dia 
Tipos celulares 

implicados en el 
proceso: 


Incorporación 
: directa del CO, | Si 


Gramos de H,0 . 
necesarios bara i I 
producir 1 g ps 450 a 950 


Punto de A 
ensación . 
= des EO, (ppm) 30-70 
Temperatura . — 
“óptima para la E 
fotosintesis 15-25 °C 
Ton de ps.har-afio! 20-25 


'Reglón climática: Templada 


Células de la vaina 

del haz con grandes 
cloroplastos. : 
RuBisCO x 
Transferencia CO, 

PEP carboxilasa 

Baja 

Día 


713 


No 


250 a 350 
0-10. 
30-47 *C 


35-40 
Tropical 


Células con grandes 
vacuolas 

RuBisCO 
Almacenaje de CO, 
PEP carboxilasa 
Moderada ` 

Noche | 


Sobre 35 *C 
Baja y variable 
Arida 


"PLANTAS CAM 


Familia 


Agaváceas 
Aizoáceas 
Asteraceas | 
Bromeliaceas 
Cactaceas 
Crasulaceas 
Cucurbitaceas 
Euforbiaceas 
Geraniaceas 
Labiadas 
Liliáceas 
Orquidáceas 
Oxalidáceas 
Piperáceas 
Vitáceas 


Ejemplos 


Ágaves, yucas 
Plantas hielo 
Margaritas 
Bromelias 
Cactus 
Sedum 
‘Calabacin ` 
Euforbias 
Geranios 
Mentha 
Lirios 
Orquídeas 
Oxalis 
Peperomia 
Vid 
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Efectos de la luz y la temperatura en la 
fotosíntesis de plantas C3 y C4 


2 
a 
6) 

2- 
c 


incremento de la fotos 


Immun MI 
Rendimiento cuántico de la fotosíntesis 


Incremento de tain 





















FACTORES QUE AFECTAN LA FOTOSINTESIS 


EXOGENOS 
« LUZ 
 (0J y [CO] : 

- TEMPERATURA (fe Cec tos atomas) 


» DISPONIBILIDAD DE AGUA ( */; ioo 
« DISPONIBILIDAD DE NUTRIENTES 








no MW ¿tp A 
f t 






ENDÓGENOS 
* TIPO DE PLANTA C3, C4, CAM 
« DENSIDAD DE ESTOMAS 

= AREA FOLIAR 


* EDAD 
* NIVELES HORMONALES 
» OTROS PROCESOS METABÓLICOS CELULARES 
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FOTOSINTESIS (CUESTIONARIO) 


ETAPA LUMÍNICA (REPASO) 

1) Formule la ecuación fundamental de la fotosíntesis en los vegetales superiores e in- 
dique: 

a) ¿Qué tipo de reacción es desde el punto de vista quence y desde el punto de vista 
energético? 

b) ¿Cuáles podrían ser los posibles dadores y aceptores de hidrógeno en bacterias 
anaeróbicas? 


2) ¿En qué organela aa ocurre la fotosíntesis? Relacione la estructura de dicha ` 
organela con la función que cumple. 


3) ¿Cuántas tapas comprende la fotosíntesis en n plantas Supe ORS! 


4) ¿Qué es un fotón? ¿Qué relación existe entre la energía de un fotón y la longitud de 
onda? ` 


5) Mencione los pigmentos fotosintéticos. Vincule su estructura con la solubilidad. 


6) ¿Cuál es la estructura química básica de las clorofilas? {Qué característica fotoqui- 
mica deriva de las diferencias de estructura entre la clorofila a y la b? 


7) ¿Cuál es la estructura química básica de los carotenoides? ¿Cuál es la zona de su 
máxima absorción en el espectro lumínico y, por consiguiente, de qué color son? 


8) ¿Cuál es la función de los pigmentos fotosintéticos? En qué consiste lo que se conoce 
como efecto protector de los carotenos sobre: clorofilas referido a la captación de 
energía lumínica? 


9) ¿Cómo están constituídos el fotosistema I (PS D y el fotosistema II (PS ID? ¿Qué 
funciones cumplirían el P 700 y el P 680 respectivamente? 


10) ¿Cómo es el flujo de electrones respecto de los potenciales de oxidorreducción en 
todo el sistema? ¿A través de qué proceso se reduce NADP? 


11) ¿Qué función cumple el Fotosistema II (PS IT) en el proceso fotoquímico? ¿En qué 
proceso de la etapa lumínica de la fotosíntesis el Fotosistema II no interviene y por qué? 


12) ¿Qué es la fotofosforilación? 
ETAPA BIOSINTÉTICA 


13) En el Ciclo de Calvin, ¿cuál es el aceptor primario del nd ¿Qué enzima cataliza 


la reacción? 


14) ¿En cuáles etapas del Ciclo de Calvin se utiliza el ATP y el NADPH? producidos en 


- Ja etapa lumínica de la fotosíntesis? 
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15) Las plantas de maíz, sorgo, cafia de azücar, etc., presentan un mecanismo especial 


de fijación de CO? 
a) Sobre qué molécula se fija el CO2 atmosférico? (relaciónelo con la anatomía foliar). 


¿Cuál es el producto primario de dicha fijación? 
b) ¿Cómo continúa el proceso de fijación del CO2? 


16) a) ¿Qué es la fotorrespiración? ¿Qué organelas están comprometidas en este 


fenómeno? 
b) ¿Qué actividad tiene la enzima ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa 


(RuBisCO) o carboxidismutasa en la primera reacción de la fotorrespiración 
c) Este fenómeno,; sucede o no en las plantas C4? Fundamente. | | 


17) Describa el metabolismo de las plantas CAM (Metabolismo Acido de las Crasulá- 


ceas). 


18) Indique las reacciones de síntesis de sacarosa a partir de triosa fosfato:, 


19) Escriba las reacciones de síntesis de almidón en cloroplastos a partir de fructosa-6- 


fosfato. 


20) a) ¿Cuál es el transferidor de restos glucosilos comün para la síntesis de almidón, de 


glucógeno y de celulosa? Indique estructura y características. vs 
b) ¿Cuál es el transferidor de restos glucosilos más eficiente para la síntesis de almidón? ` 
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FOTOSÍNTESIS (PROBLEMAS INTEGRADORES) 


1) Se ha encontrado que el herbicida Paraquat actüa bloqueando el proceso fotosintético y 
provocando la desecación o defoliación de las plantas. Dicha interferencia se produce según el 
siguiente esquema: 












Ferredoxina 


PARAQUAT OX. is 
| PARAQUAT RED. 


a) ¿Supone usted que en presencia de Par aquat el ciclo de Calvin puede producirse normalmente 
o no? Justifique. 

b) ¿Existe desprendimiento de O» de los cloroplastos? Fundamente su respuesta. 

c) Considerando los valores de potenciales estandard de óxido-reducción del P700 (Ep = *0,4V) 
y del Paraquat (Eg = -0,4V) explique si el proceso que va desde el P700 al Paraquat es 


espontáneo o no. Fundamente su respuesta considerando la relación entre G y E (variación 
del potencial estandard de reducción) segün la siguiente ecuación: 

G=-nF E - 

siendo n = número de electrones transferidos y F = 23,06 kcal/V. mol (cte. de Faraday). 
Justifique la ocurrencia de dicho proceso en la naturaleza. 

d) En un experimento se prepararon tres tubos según el siguiente esquema: - 

d.1.) Suspensión de cloroplastos + luz + 2,6-diclorofenolindofenol. 

d.2.) Suspensión de cloroplastos + oscuridad + 2,6- diclorofenolindofenol. 

d.3.) Suspensión de cloroplastos + luz + Paraquat + 2,6-diclorofenolindofenol. 

Indique qué resultados se obtendrán luego de transcurridas 2 horas. 


2) Cuando se ilumina una suspensión de algas verdes en ausencia de Co, y se incuba luego en 
la oscuridad con '*CO, se detecta la aparición de glucosa marcada con "C en un intervalo de 
tiempo reducido. ¿Cuál es el significado de esta observación con respecto a las fases de la 
fotosíntesis? ; Por qué la conversión de a glucosa marcada se interrumpe al cabo de un tiempo 
breve? Explique con ecuaciones generales. 


3) El grado en que está oxidado o reducido un transportador electrónico durante la 
transferencia de electrones fotosintética puede, a veces, observarse directamente con un 
espectrofotómetro. Cuando se iluminan cloroplastos con luz de 700 nm, el citocromo f, la 
plastocianina y la plastoquinona están oxidados. No obstante, cuando se iluminan los 
cloroplastos con luz de 680 nm, estos transportadores electrónicos están reducidos. 

a) Explíque este fenómeno. 

b) Cuando una planta es iluminada con una combinación de luz de 680 y 700 nm; el ritmo 
fotosintético (medido por la producción de oxígeno) es mayor que si se la ilumina con cada una 
de esas longitudes de onda por separado. Explique. 
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4) Se realizó la siguiente experiencia: se colocaron plantas de maíz (C4) y plantas de trigo (C3), 
en sus respectivas cámaras, conteniendo una atmósfera controlada y en presencia de luz. En 
ambas se les inyectó CO» radioactivo (marcado con 140). Se comprobó que después de 
aproximadamente 1 segundo, más del 90% de la radioactividad incorporada en las hojas de 
maíz se encuentra en los átomos de C del malato, aspartato, y oxalacetato, y que sólo después de 
60 seg. aparece la marca radioactiva en el C1 del 3-fosfoglicerato. En el caso de la planta de 
trigo no se detectó la marca radioactiva en compuestos de 4 C en ningün momento, dentro de 
los primeros 60 seg. Fundamente estos resultados indicando: 


a) qué compuesto aparecerá marcado como resultado de la incorporación del 14CO», en las 


células de la hoja de trigo; 

b) cuál es la enzima responsable de la incorporación del mismo inicialmente en plantas de maíz 
y en el caso del trigo. f | 
Posteriormente se aumentó progresivamente la concentración de O dentro de la cámara en la 


que se encuentra la planta de trigo, y se verificó un aumento en la concentración de CO»? dentro 


de la misma. 
c) Explique la razón de dicho aumento en la concentración del CO? dentro de la cámara. 


d) ¿Qué supone Ud. que pasaría en la cámara que contiene a las plantas de maíz? Justifique. 


5) No se conocen herbicidas que interfieran directamente con la reducción del CO» a hidratos 


de carbono, pero casi la mitad de los herbicidas de uso corriente inhiben la fotosíntesis. En 
presencia de luz, asocie la acción de los siguientes herbicidas con los diferentes tipos de efectos 
posibles citados más abajo, y explique los mecanismos correspondientes. 

Herbicidas: 

a) Diurón (compite con la plastoquinona B por su sitio de fijación en el fotosistema II). 

b) Perfluidone (agente desacoplante en fotosíntesis). Permabilizda |> Trlacoi des. 

c) Amitrol (inhibidor de la síntesis de carotenos). $a covtenos se dar b Cloro belo 

d) Diquat (acepta electrones cedidos por la ferredoxina, y los dona a su vez al oxigeno derivado 
de la fotólisis del agua, produciendo formas de oxígeno activas). ` | 


Posibles Efectos sobre: 


a) Fotosensibilización de pigmentos clorofilianos. 

b) Desprendimiento de oxígeno. 

c) Fotofosforilación. 

d) Flujo cíclico de electrones. 

e) Formación de 1,3-bisfosfoglicerato en plantas C4 

En el caso de los herbicidas Diquat y Perfluidone, comente además qué etapas del Ciclo de 
Calvin se verán directamente afectadas y por qué. 


6) Cloroplastos aislados de espinaca son ensayados para evaluar su capacidad de fotorreducir al 
NADP+ en un sistema de reacción que contiene ferredoxina. El sistema es iluminado con luz 
blanca y se obtienen 2,9 umoles de NADPH. En presencia de inhibidor del PSII en cambio se 
obtienen 0,5 moles de NADPH. | f 

a) ¿Por qué se anula drásticamente la reducción de NADPH en las condiciones descriptas? 

b) Esquematice el flujo de electrones en la etapa fotoquímica que justifique su respuesta en (a). 
c) Formule las reacciones de utilización del NADPH formado por fotosíntesis en la planta. 
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FOTOSÍNTESIS (TRABAJO PRÁCTICO EXPERIMENTAL) 
FOTOSÍNTESIS: REACCIÓN DE HILL 
ACCIÓN DE UN HERBICIDA SOBRE LA ACTIVIDAD FOTOSINTÉTICA 









I - INTRODUCCIÓN: 


El presente trabajo práctico tiene como fundamento la reacción de Hill. En 1939 Robert 
Hill demostró que un preparado de cloroplastos aislados, en presencia de luz y de un 
conveniente aceptor de electrones (como por ejemplo ferricianuro) y en ausencia de dióxido de 
carbono, es capaz de desprender oxígeno, así como de reducir el ferricianuro a ferrocianuro. 

Este descubrimiento de Hill constituyó un hito en el proceso de determinación del 
mecanismo fotosintético, puesto que: 


tro:  Fracciona la fotosíntesis en dos fases, mostrando que la liberación de O, puede 
realizarse sin la reducción del CO», el cual puede sustituírse por aceptores de electrones 


artificiales tales como el ferricianuro. 


2do: Confirma que el oxígeno producido proviene del agua y no del CO), puesto que éste no. 
esta presente. 


3ro: Demuestra que los cloroplastos aislados pueden realizar una parte significativa del 
proceso fotosintético. 


4to: Revela que un hecho primario en la fotosíntesis es la transferencia activada por la luz 
de un electrón desde una sustancia a otra contra un gradiente de potencial químico. 
La reducción del ión Fe? del ferricianuro a Fe”? del ferrocianuro por la ación de la luz 
es una transferencia de energía lumínica a energía química. 


La reacción de Hill presenta la siguiente formulación: 2 H,O + ZA — 2 AH; + O, 


donde el aceptor de electrones A es el llamado reactivo de Hill el cual puede ser ferricianuro o 
colorantes reducibles como por ejemplo 2,6 diclorofenol-indofenol. 


Si representamos las fases lumínica y oscura de la fotosíntesis con el siguiente esquema: 


4466648656 





OSCURIDAD (58:5 


El reactivo de Hill (A) está reemplazando al NADP+ presente en la fase lumínica como aceptor de 
los H que provienen del H;O y actuaría a nivel de la filoquinona en el Fotosistema I E 
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II - MATERIALES ፡ 





a) Muestra biológica: 


Hojas frescas de espinaca (Spinacea oleracea L.) 


b) Reactivos: 
| Sócsces3. 


1- Solución buffer fosfato 0,1M pH 6,8 con sacarosa 0,34M y KC10,01M Sirve gos Qua 





Ü se. Ses (Solon, 


Fosfato disódico dihidratado (Na5HPO4.2H20) ` ......... 9,09 g 
Fosfato monosódico monohidratado (NaH,PO4.H20) .... 6,76 g 
Cloruro de potasio (KCI) RS ጋ ነ — 20,74 g 
Sacarosa.................... ———————— ስ ስ ከ 1163g. 
Agua destilada csp ገ ው ያ ካስ «000 ml 


Ajustar a pH 6,8 con HCl o NaOH . Conservar en heladera. 


ዜም” 


2- Solución de 2,6 di clorofenol-indofenol 1,2 mM 





2,6 di clorofenolindofenol............. TEE 39,1 mg 


i Alcohol etílico........... rrr 10-20 ml 
| Agua destilada csp m 100 ml 


3- Suspensión de herbicida preeemergente 





i | Suspensión comercial ለን ገ ሮጨ ስ ከ ከ 1 ml 
Agua destilada csp ...........-- ሸነን ጓዘ ከ ወ ከኔ cxtra OO imi 
| (*) Nombre común: Diurón. 


Nomenclatura química: 3-(3,4 diclorofenil)-1,1-diurea (DCMU). 





Interfiere la reacción de Hill, captando los electrones que deberían pasar del fotosistema II (fase 
activada) a la plastoquinona de la cadena transportadora de electrones que va al fotosistema I. 


| c) Material de laboratorio: 


Hielo picado 
Mortero | 

Embudo y tela filtrante 
Vaso de precipitados 
Gradilla con tubos de ensayo 
Papel de aluminio 
Lámpara de 100 watts 


¿IM - TÉCNICA: 





Se cortan con sacabocados 10 pequefias porciones (aprox. lom de diámetro) de hojas de 
espinaca, (Spinacia oleracea L.) o acelga ( Beta vulgaris var. cicla L.) evitando la nervadura 
media. Las mismas se colocarán en un mortero previamente enfriado 10 minutos sobre hielo 
picado. i 

“Una vez enfriado el material, se realiza un extracción malaxando durante 2 minutos con 10ml de 
‘la solución reguladora (buffer fosfato-sacarosa-cloruro de potasio) previamente enfriada en 


é a i os A E oa E Ho a ፤ » : ፉ 
Pro el bu as <s Mapes tite ef የ* ምፍ Es ቃ ያ , = ee PAS axr t= 


j P H 
Ls s Mo OAE vd ጊዳ iod ፤ š 
pr VA Ce d 3,4 el ዲሪ d ae ልይ ማች di P 
B Eni PUR tia cs Léa ጊኔ ፍ 7 As Una e M AE os i 
Š 3 > qe iw 30 tb mp ነ ef ¿és o le 
A X x 


heladera. se filtra por tela. Se lava el material remanente en el mortero con otros 15 ml de 
solución reguladora que se filtra nuevamente. À partir de todo el volumen filtrado se distribuyen 
alícuotas de suspensión de cloroplastos para su posterior tratamiento segün el siguiente 
esquema: 


Nümero de tubo de ensayo | B 
Suspensión de cloroplastos (ml) - 
Sc. 2,6 diclorofenol'indofenol (gotas fi 


Tubo con Tubo c/ susp. 
suspensión | de cloroplastos 
Tratamiento ensayado de cloroplastos | previamente | cubierto con + 
hervida y papel de herbicida 
enfriada ` ` aluminio 


Emulsión DCMU* (gotas 
Coloración inicial 


Coloración final 





Ndo H 


* Herbicida preemergente no selectivo. Nomeclatura quimica: 3- G3, 4 diclorofenil)-1,1- 
dimetilurea. Nombre comercial: Diurón. Interfiere la reacción de Hill,, captando los electrones 
que deberían pasar del fotosistema II (fase activada)a la plastoquinona de la cadena 
transportadora de electrones que va al fotosistema I. | 


* j d ote d 
xay PSIE “o uj TNS Orte de C=, Ns fecmite fue se... fl duzean les Oliva . 
patos de lb Cadena. Es un la hibido c fee tug de 2. Sutesis de ^y d 
Reacción del 2,6 di clorofenol-indofenol de Hill): Tx b: <= pdec@ lo etapa euo 


(oxidado-azul) (reducido-incoloro) 


IV- RESUMEN Y CONCLUSIONES: 





Exponga los objetivos de este trabajo práctico, las observaciones realizadas y las causas de los 
fenómenos observados. Realice un esquema Z para indicar el sitio de acción del reactivo de 
Hill y del herbicida. 


Olten ms: 
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| TEMA 7 : | 
METABOLISMO DEL NITRÓGENO 


CONTENIDOS 


- RUTAS METABÓLICAS DE LA DEGRADACIÓN DE AMINOÁCIDOS 


(destino del grupo amino y de la cadena hidrocarbonada) 


TRANSAMINACIÓN OXIDATIVA Y DESAMINACIÓN 
^. CICLO DE LA UREA | 
‘e CICLODELNITRÓGENO . 
ASIMILACIÓN DE NITRÓGENO EN LOS VEGETALES 
“e FIJACIÓN DE NITRÓGENO | 
+. ACTIVIDAD NITROGENASA Y | | 
CNN: Compuestos Mifropartes Ab partes cos - M 
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CICLO DE LA UREA — 440) 
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Se pueden apreciar los heteroquistes 
donde se lleva a cabo la fijación de 

nitrógeno. Se diferencian de las células 
.. vegetativas en su pared engrosada para 
dificultar la difusión del oxígeno y en la 
falta de fotosistema Il. De esta forma se . 
crea el ambiente anaerobio adecuado 


para la reducción del N2. 
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"19.7. Secuencia de la infección de una raiz de leguminosa 
por Rhizobium | 
- : Rhizobium presente en el suelo es atraido por 
la raíz a la que se adhiere, principalmente en 
el extremo de los pelos radicales, y determina 
su modificación, gracias a los LCO 
producidos, dando lugar a una curvatura de 
hasta 360º que engloba algunas bacterias. En 
este microespacio erosionan la pared celular y 
forman el cordón de infección a través del 
cual Rhizobium se dirige a las células del 
cortex de las capas más inferiores que se han 
dividido y van a servir para albergar las 
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Nódulos de diferentes leguminosas. Dentro de los dos tipos de nódulos que se forman en las 

- raíces de las leguminosas, determinados o indeterminados, de acuerdo con la disposición del 
meristemo, su tamaño es variable, oscilando entre 0,5 mm y 2 cm, según la especie vegetal de 
que se trate. En la parte derecha de la foto se presentan nodulos formados por bacterias que 
llevan un gen informador para detectar su expresión. Se pueden apreciar claramente dentro de 
los nódulos diferentes zonas de expresión. Se pueden reconocer a grosso modo en cada nódulo 
tres zonas de las cuales la central corresponde a la que contiene bacteroides activos, la apical, 
meristemática, y la basal, de senescencia Un corte transversal de esta zona se presenta en la 
Fig. 8. 
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En la microfotografía del corte nodular se pueden reconocer las células del interior del 
nódulo llenas de bacterias así como los vasos que transportan el fotosintetizado hacia 
i I dentro y los compuestos nitrogenados hacia fuera. Con más aumento se aprecian los 


bacteroides rodeados por una membrana formando lo que se conoce como 
simbiosoma. Esta forma microbiana es terminal y está especializada en reducir N; y 


transferirlo a la célula hospedadora. - 





Pelo radical de una 
planta de guisante 
inoculada con una cepa 
“de R. leguminosarum bv. 
viciae marcada con GFP. 
Se puede apreciar la 
fluorescencia verde a lo 
largo del filamento de 
infección (cortesía de 
Ildefonso Bonilla) 
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e altramuz inoculadas con Bradyrhizobium 


sp. Lupinus rodean una parcela control, sin inocular (cortesía de F. Temprano). b) 
Zulla (Hedysarum coronarium) incoculada con Rhizobium sp. Hedysarum y 


parcelas control, no inoculadas (cortesía de J.M. Barea). 


Ejemplo de biofertilización. a) Plantas d 
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METABOLISMO DEL NITROGENO (CUESTIONARIO) 


1) a) Mencione las reacciones generales del metabolismo de los a-aminoacidos. 

b) ¿Que tipos de desaminaciones de aminoácidos pueden producirse? 

c) ¿Qué desaminaciones oxidativas conoce?. Comente las diferentes enzimas y/o coenzimas 
intervinientes en los distintos tipos de desaminaciones oxidativas. 

d) Formule ejemplos de desaminaciones oxidativas indicando si son o no ው ES 

e) Formule tres ejemplos de desaminaciones no oxidativas. 


2) ¿Qué : son las transaminaciones? Defina con una ecuación eo Indique s si son ono. 
reacciones reversibles E dé ° ejemplos. 


3) Bea el proceso de descarboxilación de aminoácidos mediante una ecuación general. 
Indique cuál es la enzima aque interviene, y la reversibilidad o no de ela reacción. Dé ejemplos. 


4) Ejemplifique las reacciones de. amidación y des unidación de aminoácidos, 1191020019 
ecuaciones y su teversibilidad, | 


5) ¿Cuáles son las formas de excreción de s en los organismos animales: peces, 
mamiferos y aves? Fundamente las diferencias entre las mismas. 


6) Candai el ciclo de fa urea: 

a) Indique la localización subcelular del mismo. 

b) Escriba la reacción de síntesis del carbamil-fosfato (o fosfato de carbamilo) e indique. su 
: importancia. 

c) La síntesis de urea es un proceso endergónico, Explique el origen del A requerido 
U relacionándolo. con. el Ciclo de Krebs. 


€ CICLO DEL NITROGENO EN LA BIOSFERA | 


b 1) Esquemalice el Cido del Nitrógeno mencionando: como se denomina 1052 procesos s bióticos 
cy abióticos involucrados y los estados de oxidación del nitrógeno. . i lU 


2) a) {Qué entiende por fijación del nitrógeno? Formule la ecuación correspondiente. 
b) ¿Qué tipos de fijación conoce y cuál es su contribución relativa? 

c) ¿A que se llama fijación biológica del No? 

e) ¿Qué tipo de fijación biológica conoce? ` 


3) En la fijación simbiótica del N>: 

a) Explique el proceso de infección radicular por parte de las bacterias fijadoras y mencione qué 
cambios se producen en éstas y en el hospedante. 

b) ¿Qué tipo de molécula es la leghemoglobina? ¿Cómo y dónde se sintetiza? ¿Cuál es su 

| función en la fijación del N2? 


4) a) ¿Cómo está constituído el complejo nitrogenasa? 


b) ; Qué otros compuestos pueden reducir la nitrogenasa? 
c) ¿Cuál es el destino del NH3 en el bacteroide y en el hospedante? ¿Qué enzimas intervienen? 


5) ¿Cuál es la actividad catalítica de la hidrogenasa y su importancia biológica? 


6) a) {Qué es la amonificación? 
b) ¿Qué compuestos químicos presentes en el suelo pueden originar amoníaco? 
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7) a) ¿Cuál es el concepto de nitrificación? Formule la ecuación correspondiente. 
b) ¿Qué tipo de proceso es teniendo en cuenta la variación de energia libre? 
c) Mencione un género de bacterias que intervienen en cada etapa de este proceso. 


8) ¿Cuál es la forma química nitrogenada del suelo que es absorbida en mayor cantidad por las 


plantas? 


9) a) ¿Qué es la reducción asimiladora de los nitratos? 


b) ¿Cuáles son las dos etapas involucradas en dicho proceso? Formúlelos indicando 
enzimas, dadores de protones y electrones en células fotosintéticas y no fotosintéticas. 


10) a) Formule las vías de asimilación de amonio en las plantas (GDH, GS, GOGAT). 
b) ¿Cuál de las vías es más ventajosa en lo que respecta a la afinidad de la enzima por el 


sustrato? | 
c) Relacione este proceso con la eficiencia de la fotosíntesis. 


11) Formule la ecuación de degradación de la urea. ¿Cual es la importancia de este proceso 


para las plantas? 
12) ¿Qué es la denitrificación? 


INTEGRADORES) 


METABOLISMO DEL NITRÓGENO (PROBLEMAS 





1) Un productor implantó una pastura consociada en cuya comiposición la especie pre- 
ponderante es la alfalfa. Previo a la siembra, el productor realizó la inoculación de las semillas 
con las bacterias apropiadas. Posteriormente comprobó que las plantas de alfalfa no alcanzaron ` 
el desarrollo esperado. Desenterrando algunas de ellas, verificó la presencia de muy baja 
cantidad de nódulos en las raices. Decidió entonces consultar a un Ing. Agrónomo, quien 


propuso dos hipótesis: 1) deficiencia de fósforo en el suelo; 2) alta disponibilidad de nitrógeno 


en el suelo. Indique: | | 

a) ¿Qué fundamento bioquímico explica la falla en la nodulación y, por lo tanto, en la fijación 
de nitrógeno en condiciones de deficiericia de fósforo? o | c 
b) En condiciones de alta disponibilidad de nitrógeno en el suelo, ¿cuál supone es la entidad 


química del nitrógeno que ingresa preponderantemente a las plantas y de qué manera este 


compuesto influye negativamente en la fijación del nitrógeno? Utilice fundamentos 


bioquímicos. 


e) Con respecto al compuesto mencionado en el punto (b), ¿qué procesos deben ocurrir para que 
el nitrógeno pase a formar parte de biomoléculas? Indique las enzimas que catalizan dichos 


procesos. > e | 
d) En condiciones de alta disponibilidad de nitrógeno en el suelo, ¿qué sucederá con la síntesis 


de leghemoglobina? Fundamente la respuesta. 


2) En un ensayo en macetas, 56 sembraron semillas de soja inoculadas con una cepa de Rhi- 
zobium japonicum. Después de la aparición de los primeros nódulos se adicionó una solución de 
KNO, 10 mM (día cero). Las plantas control fueron tratadas en forma idéntica, pero 
reemplazando KNO; .por KCl. Cinco días después de adicionadas las soluciones citadas, se lavó 
el KNO; de algunas de las plantas tratadas, cultivándoselas en: un medio que reemplazaba el 
KNO; con KCl. Todos los días se incubaron las raíces intactas lavadas procedentes de plantas 
de los diferentes tratamientos con 5% de acetileno (C2H2) en aire durante 1 hora a temperatura 
ambiente, procediéndose posteriormente a la determinación de la actividad nitrogenasa a través 
de la medición de la concentración de etileno (C2H4) por cromatografia gaseosa. Los resultados 


se observan en el siguiente gráfico (Figura 1): 


L4 
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a) ¿Cuál es el fundamento de la medición de la actividad nitrogenasa utilizando acetileno como 
sustrato? (Recuerde la reacción completa que cataliza la nitrogenasa) 

b) Comente los mecanismos involucrados que motivaron las variaciones de la actividad ni- 
trogenasa en plantas con presencia de 10 mM de KNO; y en plantas lavadas a los 5 dias. ' 

En el mismo ensayo se separaron nódulos de las plantas tratadas con la solución de KNO; 10 
mM, midiéndose la actividad nitrogenasa con y sin adición de una fuente carbonada (sacarosa). 
Los resultados se presenten en la figura 2. 


FIGURA 2 
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c) Sin considerar las limitaciones que genera el trabajo con nódulos separados de la planta, ¿qué 
sugiere el gráfico anterior? Justifique. - 


d) Asumiendo fotosíntesis activa, describa las reacciones que conducen a la síntesis de sacarosa 


en una planta en crecimiento. 


3) Se realizó una experiencia en donde residuos orgánicos fueron colocados en un cámara de 
cultivo enriquecida con microorganismos del suelo y en condiciones aeróbicas. E] cultivo se 
prolongó durante varios meses en los cuales fue determinada la cantidad de nitrógeno orgánico, 
amonio, nitritos y nitratos en el medio de incubación. Los resultados obtenidos permitieron 
construir el siguiente gráfico. 
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Realice una discusión de los resultados considerando cada una de las curvas obtenidas, 


indicando: ci 

a) Procesos bioquímicos inv 
b) ¿Es posible en algün perí 
algün organismo intervinient 
asi indique cuál. : 1 
c) ¿Cómo continuarían las 
cámara? ,Aumentaria el con 


k 


original? Apecetends 4) pra ' it or 


olucrados y organismos intervinientes. 
odo determinado obtener una mezcla útil de NH, y NO3? 
e verse inhibido por altas concentraciones de NH4'? En caso 


¿Podría 
de ser 


DXp LAS io ርያን መኔ iS V SO hob ንጅ hs › 


curvas si a los 4 meses se extrajera totalmente el oxígeno de la 
tenido de alguna forma nitrogenada no representada en el gráfico 


4) En una de las situaciones problemáticas de la Guía de Teórico-Prácticos concerniente al 
metabolismo del nitrógeno, &e hace referencia al glufosinato de amonio, un herbicida que 


resulta un potente inhibidor de la glutamina sintetasa (GS). 


a) ¿Qué reacción cataliza dicha enzima? — . | f 
b) La vía GOGAT-GS constituye una de las vías para la síntesis de glutamato. ¿Qué enzima 
actüa en vegetales como vía alternativa para dicha síntesis, y en qué condiciones estima usted 
incrementa esta enzima su actividad? | f 
c) Un ingeniero agrónomo efectuó una aplicación de glufosinato de amonio sobre la maleza 


Sorgo de Alepo, registrando los valores de fotosíntesis (medida como CO? fijado en ppm) y 
niveles endógenos de amonio (en Lg g! de peso fresco) expresados en el gráfico. Explique los 


resultados obtenidos en función del mecanismo de acción del glufosinato. 
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d) Se investigó la acción inhibitoria del herbicida, obteniendose los resultados graficados a 
continuación. Comente dichos resultados, indicando además de qué tipo de inhibidor se trata. 


f) En 1987, algunos investigadores descubrieron que ciertos microorganismos como la bacteria 
del suelo Streptomyces son tolerantes al glufosinato por la presencia de una enzima, la PAT 
(fosfinoacetil transferasa). Esta enzima altamente específica, acetila el grupo amino del 
glufosinato usando acetil-CoA, convirtiendolo en un producto inactivo. ¿Aconsejaría usted la 
aplicación del herbicida al suelo antes de la emergencia de las malezas para que éstas se vean 
afectadas al entrar en contacto con el producto? ¿Por qué? 

g) El herbicida glufosinato no es selectivo (es decir, afecta tanto a malezas como a cultivos). Sin 
embargo, algunos investigadores descubrieron el gen que codifica para la enzima PAT en la . 
- bacteria Streptomyces (según se menciona en 18 pregunta anterior). Discuta las posibilidades 
que este descubrimiento ofreció para lograr una forma efectiva de gelecuvidad (es decir, que no 


afecte a los cultivos y sí a las malezas). 


5) En el ciclo del N las bacterias del género ከከ son responsables de à: primer etapa 
de la nitrificación y son autótrofas. Cuando dichas bacterias se cultivan en presencia de NH; y 
en condiciones de aerobiosis se verifica un aumento de pH en el interior de la bacteria y una ` 
disminución en el exterior. Indique: 

a) Escriba la reacción en que intervienen las bacterias del género Nitrosomonas. 

ከ) ¿Cuáles son, a su entender, los mecanismos que ponen en juego estas bacterias y qué 
beneficio obtiene de ellos? 

c) ¿Se verificarían, a su entender, los mismos resultados si estas bacterias se incubaran en 
presencia de NH; pero en condiciones anaeróbicas? Fundamente. 


6) Se sabe que el nivel de mensajeros (ARNm) de GS2 y Fd-GOGAT (Enzimas cloroplásticas) 
es muy bajo en las raíces.de plantas de trigo (C3), mientras que en hojas es alto. Para estudiar la 
influencia del aporte de N del suelo en la expresión génica de dichos mensajeros en las raíces y 
estructuras verdes de la planta, se agregó KNO; (10 mM) a un cultivo hidropónico de plántulas 
de trigo en cámara de crecimiento. A las dos horas del agregado se realizó la extracción y 
medición de la inducción relativa de los mRNA para cada uno de los genes en cuestión y el de 
nitrato reductasa (NR). | 


El gráfico 1 muestra el resultado obtenido. 


Hideopóncco s flo ests’ en suelo. Cede sec Brenda. 
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Figura 1: Inducción relativa de los mRNA para los genes de GS, NR y GOGAT en raíz y hojas. 


a) Por qué cree que los niveles de ARNm de GS2 y Fd-GOGAT son alta en hojas. (Relaciónelo 


con la actividad oxigenasa de RUBISCO en plantas C3). : 

b) Plantee la ecuación catalizada por las tres enzimas, sefialando cofactores y productos de 
reacción ለቤ 

c) 1) Explique la necesidad de luz en el disefio de la experiencia. Cómo cree que fue realizado el 


tratamiento control? | | 
d) ¿Qué efecto se observa sobre el nivel de mRNA de GS, GOGAT y NR con el NO; en cada 


uno de los tejidos vegetales? | » = 

e) Sugiera un mecanismo de acción de NO; . Explique qué entiende por inductor. 

f) De dónde provienen los cofactores usados por estas enzimas en cada uno de los órganos. 

g) ¿Cuál podría ser la causa del diferente nivel de inducción de mensajeros para estas enzimas 
en hojas y raíces? | 

d) Si quisiera disminuir el uso de fertilizantes nitrogenados en este tipo de cultivos, cree que 
sería posible el uso de “fertilizantes ecológicos"? Qué tipos de microorganismos se asocian con 
estas plantas? La presencia de altos niveles de nitratos en la solución del suelo podría afectar la 


FBN? Justifique. 
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METABOLISMO DEL NITRÓGENO (TRABAJO PRÁCTICO EXPERIMENTAL) 


I- ACTIVIDAD DE NITRATO REDUCTASA 
Introducción 
En condiciones normales de cultivo, los nitratos (NO3”) del suelo son ies componentes 


nitrogenados preferentemente absorbidos por el sistema radicular. Los nitratos absorbidos del 
suelo pueden seguir tres destinos: 

a) ser reducidos en las células de las raices; 

b) ser almacenados en vacuolas de las células de las raíces y de las hojas; 

C) ser transportados a órganos fotosintetizadores para ser allí reducidos. 


La primera enzima involucrada en la reducción de los nitratos dentro de já planta es la nitrato 
reductasa (EC: 1.6.6.1). Esta enzima, que se encuentra también presente en' otras células 


eucarióticas (de hongos y algas verdes) cataliza la reducción del nitrato (NO37) a nitrito (NO77) 
utilizando NADH o NADPH como dadores de electrones, segün la siguiente reacción: 


NOx + NAD(DH + Ht +———+ NO + NADP)" + 820 ` 


En cereales se han identificado 2 isoenzimas de nitrato reductasa: una desde de NADH 
(predominantemente en hojas) y otra que usa indistintamente NADH o NADPH (presente en 
órganos no fotosintetizadores como raíz y saouto 


DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE NITRATO REDUCTASA "IN VIVO" 
Fundamento 


La incubación de discos de hoja en presencia de sustrato (NO3K) ሃ en oscuridad (de forma de 
frenar la actividad de la nitrito reductasa) permite valorar colorimétricamente la cantidad de 
Bor (producto) producidos por la actividad de la nitrato reductasa. | 


Técnica 


Se cortan con sacabocados 5 discos de hoja de 0,5 cm de diámetro evitando tomar la nervadura 
principal y se suspenden en un tubo de ensayo 5 ml de solución reguladora de fosfatos 1M, 
pH=7,5 que contiene isopropanol 4% y nitrato de potasio (NO3K) 0,02N. 


Se incuba en oscuridad, a 30ºC durante 1 hora y 30 minutos. Transcurrido ese lapso, se retiran 
los discos con una pinza y en otro tubo de ensayo se coloca 1 ml del incubado, 1 ml de solución 
de sulfanilamida 1% (P/V) en HCI 3N, y 1 ml de solución de naftilendiamina 0,01% (P/V). 

Se mezcla y se lee 18 absorbancia a 540 nm contra un blanco que se realiza reemplazando el ml 
de incubado por 1 ml de agua destilada. La absorbancia obtenida con el ensayo se convierte en 


microgramos de NO)” producidos mediante una curva previamente realizada con cantidades 
crecientes de droga estándar. . 

La cantidad de nitrato reductasa se expresa en pg de NO77 producidos en 1 hora por gramo de 
peso fresco (el dato de peso fresco de los discos de hoja utilizados será proporcionado por el 


docente). 
: a 4 ያ ጋ EC ፖ Ross q 
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ላ partir de los valores de absorbancia obtenidos en la experiencia se calculan 
los microgramos de NO) ` presentes en Ja solución. En función de la cantidad de nitritos, 
el peso del material vegetal y el tiempo de incubación, se expresa la actividad 


enzimática de la siguiente forma: 


AD NO; 
m (g) .t (minutos) — FO min 
4p Matens vege +Á 


Reacciones de cuantificación de nitrito. 
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II- ACTIVIDAD DE UREASA EN SUELO 


Introducción: 


La urea (metabolito de excreción urinaria de animales superiores, fertilizante inorgánico 
industrial) se descompone enzimáticamente en el suelo en CO; y NH; por acción de la ureasa 
( E.C. 3.5.1.5), la cual es una hidrolasa que rompe uniones C-N no peptídicas. 


NH; CO NH, + H20 — + CO, 





A su vez el dióxido de carbono y el amonio pueden formar carbonato de 
amonio: | 


NO COR EDO i (NETO 


La ureasa puede hallarse en el suelo en forma insoluble pero enzimáticamente activa 
como consecuencia de su adsorción a las arcillas del perfil edáfico y a otros soportes 
inorgánicos presentes. Las ureasas inmovilizadas exhiben una cinética diferente de las 
enzimas libres ( diferente velocidad máxima y Km). 


Las ureasas en el suelo actüan exocelulatmente como enzimas estabilizadas protegidas. 


Se estima que las ureasas libres en el suelo son de origen microbiano, aunque las plantas 
son fuentes ricas de las mismas. 


La urea, sustrato de la enzima, llega al suelo a traves de las excreciones urinarias de 


animales superiores como. resultado de la eliminación del nitrógeno no utilizado o. | 
puede ser.agragada en forma de fertilizante sólido mediante su dispersión sobre la 


superficie del cultivo. | 

La liberación de amoníaco y la elevación del pH puede acarrear problemas en la 
germinación de semillas, provocar la polución del aire por volatilización o 
contaminación del agua por lixiviación a la napa freática. 


Técnica: 
Para determinar la cantidad de amonio liberada por la acción enzimática en una 


dada muestra de suelo, se utiliza una técnica colorimétrica. La misma tiene como 
principio la reacción del amoníaco con hipoclorito de sodio en un medio fenol-alcalino. 


a) (NH4)2 CO3 + 2 NaOH 2NH3 + Na2CO3 + 2H20 

b) NH3 + NaClO NH2CI (cloramina) + NaOH 

ር) NA2C1 + -OH + 2 NaClO CIN= =O (quinoncloramina) + 
2NaCl + 2 H20 | 

d) CIN- =O + -OH HO- -N= —O (indofenol) + CIH* 


* el medio alcalino mantiene al fenol desprotonado, desplazando además, la ültima | 


reacción hacia la derecha formando NaCl. 
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fección previa de una curva de calibración, a partir de una 


Para ello se requiere de la con 
solución patrón de concentraciones conocidas de amonio. Para realizar la curva se sigue 


el siguiente procedimiento: 


Tubo N? 
duplicados 


5 
6.9: 





Absorbancia dupli | | 
Absorbancia prom] | _ E 


* Solución À: solución de fenol alcalino 
** Solución B: solución de hipoclorito de Na, 0,9% de cloro activo. 


graficar los 


A partir de los datos de abosrbancia y las cantidades conocidas de amonio, 
mismos en la siguiente gráfica. | 


Para determinar la actividad de ureasas contenidas en distintos suelos deberá seguirse la 


siguiente metodología: 






¿[So 


gitación, minutos a 37°C | 
inversión y filtrar inmedia 


` peso constante y fue tamizada. 
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| | TEMAS: 
BIOQUÍMICA DE LA GERMINACIÓN ` 


CONTENIDOS 


Germinación de granos y semillas 
Imbibición 

Respiración 

Fitorreguladores 

Movilización de reservas 
Glucogénesis 

Síntesis de sacarosa 

Vía de las Pentosas fosfato 

Ciclo del Glioxilato 


Gluconeogénesis 
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Dormición primaria (factores internos de la semilla): 
መ= £ i is e TII Ak . 
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sa CPSC 


Dormición secuncaria 


Se induce por ausencia de señales medioambientales necesarias para la 


germinación (facto-es externos): 


— Disponibilidad limitada de agua 
— Temperatura (bajas, altas y alternancia de T^) 
= Disponibilidad de oxigeno 
> Luz (ej: ef Chamico) 
-=> Nutrientes (NOy) 
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= Maiz (Zea mays) 70 AP 
pbs Trigo (Triticum aestivun ) 75 12 presens 
Avena (Avena saliva) 66 13 
Lino (Linun usitatissinium) 24 24 
Arveja (Pisum sativun)) 3 52 24 
Garbanzo (Cicer ariet num) 67 17 
Ricino (Ricinus comraunis) trazas 18 
j^sce 4 Soja (Glycine max) 41 
Girasol (Helianthus annuus) 15 
Palma (Elaeis guineensis) : 9 | 
Mani (Arachis hipogaea) 
Colza 
Kese ሃ23 Reser veS de. Bewley y Black. 1994 
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S.I. Wong, Ottawa Research Station, Agriculture Canada. 
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Figure 4.24. (ለ) Ethanol content c 
grains of Echinochloa phyllopogo 
imbibed in atmospheres of N, or ai 
The main graph is the sum of the eth: 
nol content of the grains and the sut 
rounding liquid, and the inset is th 
content of the secdlings alone. (8) Al. 
cohol dehydrogenase activity. Germi 
nation was completed (i.e., coleoptile 
elongation conunenced) by the Unir 
day from the start of imbibition. Afte 
Rumpho and Kennedy (1981). 
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Figure 4.25. ATP content of rice during germination and growth under aerobic (O) and anacrobic 
(8) conditions. Arrows mark the time of colcoptile cxpansion (i.e., completion of germina ton) for 


cach treatment. After Pradet and Prat (1976). 
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CATABOLISMO DE CARBOHIDRATOS DE RESERVA 


VIA HIDROLITICA 


be alfa-amilasa 
Amuiosa ---—------- » glucosa + maltosa 


alfa-amilasa 
naltcsa + dextrina limite 


Anulopectuna --------- Í » glucosa +1 
isoamiasa 
enz.desramificante alfa-amilasa 
Dextrina limite -------77-7777777777 » oligomeros de glucosa ---—- »maltcsa + glu 
/ “maltasa 
glucosa l 


I beta-amilaxa 
Aunilosa --------------- ሙ maltosa 
beta-amilasa 


Amilopectuna ----==---"-—-—-—» maitosa +dextrina linute 


mialiasa 
Maltosa -------- ሙ glucosa 


VIA FOSFOROLITICA ¿ horca energia . 
| | 295 £l Co UBS c e 256 < SC horo Y AY e 
fosforilasa ሥ š (e | ) 


Amilosa / Amilopectina + Pi ——————* zlucosa-1-P + dextrina limite 


Enzima = Cebada Arroz Arveja 
alfa-amilasa 34,4 31,8 19 
beta-ainilasa 11,4 120 muy baja 

0 0,09, 14,6 


fosforilasa 


Las actividades se expresan como miligramos de almidón hidrolizados por ho-a,por semilla. 


MOVILIZACION DET, ALMIDON DE RESERVA EN ENDOSPERMA DE CEREALES. 


| embrión via escutelo. | 
hidrolizantes de pared (después de sintesis de novo ) 

de la pared celular e hidrólisis del almidon. 

zimas hidrolizadoras 


1. Liberación de giberelinas desde e 
2. Liberación de alfa-ami/asa y enzimas 


desde el escutelo al endosperma: disolución 
3. Liberación de alfa-amilasa,alfa-glucosidasa,enzimas desramificantes y en 
de pared (295252 ds In cintesis de novo ) desde la capa de aleurcaa ai endosperm:a. 


4. Activación de beta-amilasa. 
5. Absorción de glucosa por el escutelo.Sintesis de sacarosa para Ser transportada al eje en 


crecimiento. 
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NEOGLUCOGENESIS 


3X 
i ; . Sgcaretf3 





Lipides totales | 
dias de gecminecten 





ne «fe Acidos grass 


| | E i 
"Eg. 3 | dias de germunseten 
x TSOCITRATO LIF SR 


MALÍCO SIN TE TASA 


Actividad enzimas 





8 lios de ¡mbibición 


- BIOQUÍMICA DE LA GERMINACIÓN (CUESTIONARIO) 


1) ¿Cuáles pueden ser las sustancias de reserva de una semilla? 
2) ¿Qué etapas involucra el proceso de germinación? 


3) ¿Qué factores intrínsecos y extrínsecos influyen en la germinación? 





4) ¿Qué es el cociente respiratorio? ¿Cuál es su valor para un monosacárido, un lípido y 
una proteína? ¿Qué implicancias biológicas tiene? . | | | po 





5) Nombre y esquematice las dos rutas metabólicas de utilización del almidón durante la 
germinación. ን | | 





6) En la hidrólisis del almidón en cariopses de cebada: ' 
a. ¿Qué enzimas preexisten en la semilla madura? 
b.¿Cuál debe ser sintetizada durante la germinación? ¿Dónde se sintetiza? ¿Qué 
fitohormona regula su síntesis y cuál es su mecanismo de acción? | 





7) Enla germinación de semilla de arveja: — | 
a.¿Cuáles son los azúcares de reserva utilizados inicialmente? 


b.Formule un ejemplo indicando sustrato, enzimas y productos. 


| 


8) ¿Qué importancia tienen las fosforilasas en las primeras etapas de la germinación en 
semillas de arveja? —— | i 5 Sm s 


9). ¿Cuáles son los posibles destinos metabólicos de los productos de degradación de los 
polisacáridos de reserva? | | 





10) En la etapa final de la germinación: 
- a.¿Cuál es la fuente principal de fósforo utilizada? 
b.¿Cuál es el destino principal del fósforo? 





11) Respecto de la utilización de reservas proteicas: 
a. ¿Qué enzimas catalizan la hidrólisis de proteínas y/o polipéptidos? 
“b. Nombre las características diferenciales de estas enzimas con respecto a su 
modo de acción. | 








P - 12) Respecto a la utilización de reservas lipídicas: 


| a. (Qué organelas subcelulares están implicadas en su utilización? 
b. Indique las etapas metabólicas que ocurren en cada una. 
c. ¿Qué enzimas se inducen durante este proceso? 





13) ¿Qué causas físicas, fisiológicas y bioquímicas impiden la germinación de una 
semilla madura? 
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14) Respecto de la vía de las pentosas fosfato: 
a. ¿Cuál es la localización celular de esta vía? 
b.¿Cuáles son las reacciones que implican la conversión de glucosa-6-fosfato a 
pentosa fosfato? | | | 
c.¿Cómo se denominan las enzimas que catalizan la reacción y a qué clase 
pertenecen en la clasificación decimal de enzimas? | 
d.¿Cuál es la coenzima? | 


15) ¿Cuál es el destino metabólico de los productos de la primera etapa? Considere tanto 
el metabolito con el que esta etapa concluye como la utilización posterior de las 
coenzimas reducidas. | | 


16) ¿Cuáles son las enzimas y los cofactores que intervienen ën la etapa no oxidativa de 
la vía de las pentosas fosfato? 


17) ¿Cuáles son las funciones primordiales que cumple esta vía metabólica en la 
germinación? a on 


GERMINACIÓN (PROBLEMAS INTEGRADORES) 


1) Explique los cambios que se producirán en los contenidos de lípidos, carbohidratos y 
proteína en cotiledones de plántulas de joroba (cuyas semillas reservan los tres tipos de 
nutrientes) durante 30 días después de la imbibición de las semillas. Indique proceso 
metabólico, ubicación celular y enzima más importante para los tres tipos de nutrientes, y 
Si esperaría que sus concentraciones en el tejido cotiledonar aumenten o disminuyan. 


2) Las semillas de mostaza (Sinaspis alba) presentan en sus cotiledones sacarosa 
(disacárido), rafinosa (trisacárido — gal-glu-fru) y estaquiosa (tetrasacárido — gal-gal-glu- 
fru). | | 

a) Explique en el siguiente gráfico la disminución del contenido de esos azücares 
en plántula entera en función del tiempo de imbibición. 


Cont. de azúcares 


(mgfsemilla) sacarosa 





b) Sobre el mismo gráfico, dibuje un par curvas que representen, estimativamente, el 
contenido de fructosa y glucosa en función del tiempo. . 

c) ¿Qué clase de enzimas catalizan la degradación de azúcares de la figura? 

d) ¿Cuáles son los destinos metabólicos de glucosa y fructosa en la planta? 
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3) Explique el siguiente gráfico que representa los cambios ocurridos en semillas de 


- ricino desde la imbibición 


lípidos 
totales 95 
semillas 


Peso fresco 
gis semillas 


Peso . lípidos; 
fresco totale 





0 2 4 6 8. 
Días de imbibición 
a) ¿A qué se debe la disminución de lípidos totales? ¿Qué via (o vías) metabólicas estarán 


activas? 
b) ¿A qué atribuye los cambios en el peso fresco? | 
c) ¿Qué enzimas del endosperma se activan para justificar el aspecto de la curva de 


lípidos totales? ¿En qué dia de la germinación, estima, comienza a activarse? m 
d) ¿Cuál es el producto final de la conversión de lípidos de las semillas con reservas 
lipídicas? | | 

e) Indique las reacciones particulares | 
sustratos, productos y enzimas. 


que posibilitan . esta transformación. Indique 


rva lipídica) en germinación se determinaron las 


4) En semillas de algodón (rese 
s de la glucólisis: la fosfofructoquinasa (PFK) que 


actividades de dos enzimas propia 
cataliza la reacción: — 

F6P + ATP > F1,6bisP + ADP 

y la aldolasa, que cataliza la siguiente reaccion: 
F1,6bisP <> GA3P + DHAP 


En los cotiledones las curvas resultantes fueron las que indica la figura. Responda: 





actividad 


Días de imbibición 
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7- El sobrenadante se pasa a una cubeta de 1 mL y se lee en espectrofotómetro a 620 
nm contra un blanco que se realiza con 1 mL de buffer acetatos, 250 HL de medio 
de incubación y 250 uL de NaOH 0,5 M. 


RESULTADOS: 
Tratamiento — ` Semillas Semillas sin | Semillas s/ Semillas sin 


enteras ` embrión embrión con ácido | incubar 
incubadas giberélico . ` (control) 


Absorbancia 


Actividad 
amilásica | 
(UI/semilla)  : 


Curva patrón. 
Curva de calibración 


y = 1.1015x 


absorbancia | 


02 03 04 05 06 07 
| actividad (Unidades) 
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INFORMACIÓN GENÉTICA 
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CONTENIDOS 








Duplicación de ADN 

Transcripción. 

Traducción. Biosintesis de proteínas 

Regulación de la transferencia de información genética 


| Aplicaciones biotecnológicas 
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Most common scenario: 
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O Formation of an 
epen-promoter 


The promoter site - | | 
determines where i 
transcription begins 
(-55>-5 bases) 
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Transcription start site is እ ራን 
defined as the first DNA — ; 
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transcribed into RNA 
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Transcription and translation 
happen concurrently in 
prokaryotes 
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Termination of transcription 
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> Sepo el ADA AE 
de? ARN 
Elements of a successfully transcribed mRNA : 
> 5' leader sequence of 25-200 nucleotides with a 
ribosome binding sequence 
» Translation start codon AUG which encodes the amino 
acid methionine ` 
> Translation stop codon: UAG, UAA, or UGA 
> In eukaryotes there are also intervening sequences 
called introns which are removed prior to translation 
ANT 
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More on transcriptional regulation 


» The promoter is where the RNA polymerase binds initially 
contains consensus sequences of 6 nucleotides each at 
35 and 10 bases before the transcription start site 


» These promoters can vary in groups (different c proteins) 

» Protein expression is generally regulated at the 
transcriptional level ` 2 x 

» Some enzymes are constitutively transcribed 

> Inducible enzymes are synthesized based on need 

> Coordinate induction refers to transcription of polycistronic 

mRNA which contains the sequences for more than one 

enzyme in a particular metabolic pathway 
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The Lac operon—a classic example of transcription repression 
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Inducer complex Froteins 
Lactose | 
Allolactose p-galactosidase 


Isopropyl thiogalactoside (IPTG) B-galactoside permease 
Thiogalactoside transacetylase 


*binds repressor but is not cleaved by P-gal 
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The Lac operon has symmetry 


TGTGTGGAATTCT GAGCGGATAACAATTTCACACA 
ACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAA GTGTGT 


| Protected by repressor 


This symmetry corresponds to the two-fold 
symmetry of the tetrameric lac repressor 
“helix-turn-helix DNA binding motif" 
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1040 bp $09 bp 


CRP sia ~ Dpaeratot (35 bp) 
? promoter Promoter = 


The repressor acts as a NEGATIVE control 
The CRP site exerts POSITIVE control 


1) When [glucose] |, [CAMP] ተ (cAMP is a “hunger signal’) 

2) cAMP binds to CRP (“cAMP receptor protein’) 

3) CRP-cAMP binds to the CRP site in the promoter region of 
the Lac operon 

4) Then RNA polymerase can bind to the promoter entry site 

5) If operator is NOT occupied by a repressor, transcription 


proceeds 
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f amino acids 





in synthesis: activation O 


a) Aminoacyl-tRNA 
synthetase binds amino 
acid + ATP to yield 
enzyme-bound 
adenylated amino acid 





' b) tRNA binds to the © 
adenylated a.a.- 
synthetase complex and 
the amino acid is 
transferred to the 2' or 3 
OH of the 3'-terminal 
residue of the tRNA 


2 Activation.... i Y i. 
` The ester bond in aatRNA has a free energy of hydrolysis ~ ATP terminal. 


PO, 












d) Requisite specificity of aatRNA synthetases 
1) for tRNA (>20) 3 
2) for amino acid (-20) 


+ there must be at least 20 different synthetases (E. coli has 21) 


1) active sites vary f 
2) two classes of synthetases . 
3) variations in how tRNAs are recognized 


'e) Accuracy and proofreading ` E | J 
in tRNA are specific for a particular aatRNA 


The anticodon and other bases 
synthetase. Coanate tRNAs induce hydrolysis of mischarged amino acid 


adenylates > 1 -5 error frequency 
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Involvement of tRNA in protein synthesis 
tRNA has a variety of modified bases 


Purple — invariant E PATI 
with differing sizes and shapes 


Blue + variable — 


Site of ester link 
with amino acid 


Y = pyrimidine 
R = purine 
Anticodon loop 


ልጨርስ -. 


S.-H. Kim. et al Science 189: 435 (1974) 


“acceptor stem 





ey conserved to allow 
D loop and TyC loop ጫጂ2ድና different tRNAs to fit 
are folded inward at xd equally well onto the 
the turn with maximal ribosome 
hydrogen bonding 
and base stacking 
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Deciphering the genetic code 


» Which codons encode which amino acids? 
» How is the code read? (Francis Crick & Sidney Brenner 1961) 






aa, መ. Das A 39. መዘዛ Tn 2015 
UCIC IG GIAIA AICIU 6፡8 U maie CICIU CIAIUC,- 
Z ao) PICT EMITE C እዩጋ1ር $i E IC 
CIC i A : J a MEG ¡CID CIAIU ©, 
38; SA,  =69 Fg መር Sly Wi, መሬ 










(a) Qveiuapping code Tree will be statistical regularities benan adjacent atrano 
anid residues Point mutations (red) will be able to c hangs two amino acid iasicluas 











aa, 70089. fs aa, Bü, dag 
— — Da, 


UCCIG ደ ጠዳ C ህ CCH U UICIA 6 CICICIU CUIU C 







lb) Puna tuatd code Deletions of four nucleoudes (ot rnulupias [ከ8881 will 
restore the reading frame 














» point mutations (single nucleotide) change only one amino acid 


» one or two nucleotide deletions produce nonsense proteins 
» three nucleotide deletions remove one amino acid 
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| “Genetic Code | 
tRNA is an "adapter molecule between nucleotide "language" 
i. and amino acid “language” | 


a) Coding ratio: 3 nucleotides / amino acid 
b) Codon assignments: 
| 4 bases, taken 3 at a time 
43 = 64 possible combinations 
61 codons encode (usually) for 20 amino acids 
3 codons are (usually) stop signals f 
c) ከ — More than one codon for all amino acids except Met and 
m 
d) Non-ambiguous - A given codon specifies one and only one amino acid 


e) Non-overlapping — The ribosome must maintain a reading frame of three 
bases at a time to properly translate mRNA. On some rare occasions, 
depending on structural properties of the mRNA, four bases may be 
















degenecad= 



































"read" I (Aya ዴት ce 
* CATGAG vs. CATGAG This would cause ሠ ው ጎ 
mM a — statistically « 
favored amino 
acid combinations 
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Codon usage is 
4 species specific; ie 
4] E. coli only has 40 

2 different tRNAs 


Start codon 
(first AUG 
. encountered 
. in mRNA 
sequence) 












i "I : 18440 

The code is highly conserved a single change would affect many, many proteins; 
changes are sometimes observed in mitochondria and protozoans 

Redundancy exists in the third position > a single tRNA may recognize >1 triplet 





Tire synthetic polynuc- can be read in lbres 
|ለዕሀ46 (AAG), diferent (ramas 
-ልል 6//ልል GIAAGIAA G- or CNTAGATI GATA GATA or -KATGOAA /ፀጽል/6ልል/ፁ 
| | A | Translation on 
Yivlds . Yolda - I Yiolds ebosemes ዘጎ à 
፥ | | f ት cell-free sysiorm 
“HyosLysLys-Lys- EAG AIAS, agiia 
Polylysine Polyarginine ; i Polyglutamate 





Marshall Nirenberg et al. (1961) devised a cell-free translation system (tRNAs, 
amino acids, aminoacyl synthetases and ribosomes) 


Adding polynucleotides (AAAAAA.... or CCCCCC.....) yielded polyproline and 
polylysine so AAA translates to proline and CCC encodes lysine 


H.G. Khorana synthesized polyRNAs with different repeating structures (above) 


Nirenberg and Philip Leder made synthetic triplet RNAs which would bind to 
ribosomes and observed which tRNAs bound to particular complexes (1964) 
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| Eukaryotic ribosomes 
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5 sRNA, 5.8 SRNA, 28 sRNA, ~40 proteins — 18 SRNA, ~30 proteins 


rRNA: three major classes 
1) Eukaryotes 

¿ 2) Prokaryotes 

| 3) Archaebacteria 


s 





¿Chain initiation 


Protein synthesis requires energy 


Estimated total (prokaryotes): 
1) From ATP ATP/GIP for a protein 


1) Charging aatRNA "With N residues f 
2) Eukaryotic initiation 


2) From GTP 
1) For binding tRNA to ribosome 
1) At initiation | 
` 2) During elongation 
“ 2) For translocation of peptidyl tRNA and growing 
. protein chain 


3) For termination 


IF = Initiation Factor protein 


a IF1.— ramales mRNA 
binding 


"| Ribosome is "opened 
On ህ፻ to allow positioning | 1F2 — initiator tRNA binding; 

A = aminoacyl site (UC ; binds GTP: | 
P z peptidyl site e ehad ` 


E = exit site IF3 — Anti-association 


. activity; promotes accurate 
start & mRNA binding 
A Initiator tRNA binds at P site 
on 30S 


aiiai BMA : l Shine-Dalgarno sequences 
9145 est > ; sae e ego » " 
eRe position initiation codon in 
I l vicinity of decoding site, P © 
site 
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Lecture 53: Gene Regulation in Eukaryotes 


DNA p>. Replication 


bo" Eukaryotic RNA polymerases 
| | Eukary. transcriptional reg. 


Transcription —— — 
: os | rRNA synthesis Ev 





Es 


Translation ` 





Protein ፡ ት ህህ Re 
. Today's lecture: Text pp. 1086-1100. 
Preprinted lecture notes. 105-111 
` Download from 
htt -//Biochem.med.ufl.edu/coursetem . 1 
htip: /Amww.mbi.ufl edu/facilities/msa/bch4024-notes.him| 








| Gene Regulation in Eukaryotes 
Increased complexity; different RNA polymerases 
Polymerase I—pre-rRNA b A 
Polymerase I|—structural pre-mRNA, some snRNA | 
Polymerase III —pre-tRNA, 5S rRNA, other small RNAs 
Positive vs. negative control — . | 
Transcription factors; hormone receptors 
Regulation at transcription: specific factors, hormones and positive 
modulators of transcription i f | 
Transcription is precisely programmed during development and 
tissue differentiation. This /5 why there is so much interest in stem 
cells and dedifferentiating cells. 
Chromatin structural changes at active sites | 
DNA is condensed in the nucleus. It has to be selectively 
unwound for transcription. | 
Spatial separation of transcription and translation : 
pre-mRNA is processed before export from the nucleus 
Post-transcriptional regulation 

Alternative splicing of transcripts (introns and exons) 

mRNA stability (5' capping, 3' poly A tail) 

Translational control (as above and protein binding) 
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mRNA transcription by polymerase I] 


ሁ RNA polymerase || is "recruited" to promoter regions by the. 
positive action of sequence specific factors and enhancers, 
creating a binding site for polymerase Il at the promoter region of 


selected genes. End 








> ል variety of factors interact to promote transcription of selected 
genes, depending on the presence of certain sequence elements 

in the promoter region, as well as regions upstream and . 

downstream from the start site of transcription. 
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